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INTRODUCCIÓN
Introducción 2
La carcinogénesis, u oncogénesis, es el resultado de un proceso multisecuencial
caracterizado por la proliferación descontrolada de un grupo de células (denominado tumor),
con la subsiguiente adquisición de capacidad invasiva, lo que permite a las células migrar
hacia otras localizaciones y colonizar distintos tejidos u órganos distantes (proceso conocido
como metástasis) (Figura 1). El primero de los eventos de la carcinogénesis, la proliferación
incontrolada de células normales, es una propiedad de todas las neoplasias o tumores. Sin
embargo, una neoplasia puede ser benigna o maligna en función de que las células puedan o
no adquirir una capacidad invasiva y metastásica. La etiología molecular del cáncer radica en
una acumulación sucesiva de alteraciones genéticas originadas como consecuencia de la
exposición a agentes carcinogénicos y que puede potenciarse a causa de una susceptibilidad
genética inherente al individuo. Las alteraciones genéticas provocan cambios en la expresión
de proto-oncogenes y de genes supresores de tumores, lo que conduce a la adquisición de un
fenotipo tumorigénico. La función anómala de los productos proteicos de estos genes
desencadena una regulación anormal de procesos y de vías de señalización que controlan el
ciclo celular, un bloqueo de la apoptosis, alteración de la estabilidad genética, y modificación
de la diferenciación celular y reacciones morfogenéticas (revisado en Kopnin, 2000). De este
modo, la adquisición de un fenotipo maligno se caracteriza por cambios en la morfología
celular, por alteración de los mecanismos normales que regulan la proliferación celular, por
modificaciones en las interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular, que facilitan la
motilidad celular, y por un incremento en la producción de enzimas proteolíticas y factores
angiogénicos. Todo ello, acompañado de una progresiva inhibición de la muerte celular
programada o apoptosis, va a determinar la adquisición de la capacidad invasiva y metastásica
de las células tumorales.
Introducción 3
Figura  1.- Princip ales etap as de la pr ogresió n tumor al.
El epitelio está formado po r un conjunto de células unid as fuertemente y organizadas en  una o varias capas,
estando la última de ellas adherida al basamento membranoso. La acumulación de alteraciones genéticas en una
célula (coloreada en naranja) produce cambios en la proliferación y en la organización epitelial generándose un
tumor primario, que puede ser benigno. Posteriores alteraciones genéticas (célula en rojo) provocan la formación
de un tumor maligno constituido por células con mayor capacidad proliferativa e invasiva que, una vez degradada
la matriz extracelular circundante, pueden alcanzar la circulación. En el torrente circulatorio, las células malignas
deben superar el trauma mecánico del flujo sanguíneo y escapar de los mecanismos de d efensa inmunológicos.
Solo  algunas célula s (en mora do) sob reviven a este  proceso  y son capac es de adh erirse a la  pared endotelial de
los vasos sanguíneos del órgano diana y completar la extravasación. Para establecer el nuevo foco neoplásico,
o metástasis, estas células deben invadir el órgano al que han llegado y adaptarse al nuevo entorno. Pero, no todas
las células tumorales que penetran en un órgano sobreviven y proliferan. Además, para la formación de la nueva
colonia es imprescindible que se produzca la formación de nuevos vasos (angiogénesis) que asegure la llegada
al nuevo foco de los n utrientes necesarios para el crecimiento  celular. Estos focos secunda rios pueden ser, a su
vez, fuente de nuevas metástasis.
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1.1 CARCINOGÉNESIS COLORRECTAL
El cáncer colorrectal es uno de los cánceres más comunes en los países occidentales.
En España, 29-30 personas de cada 100.000 padecen esta enfermedad, siendo la segunda causa
de muerte por cáncer, después del cáncer de pulmón en el hombre y del cáncer de mama en
la mujer. En la tabla I se recogen datos relativos a la incidencia y mortalidad por esta patología
durante el año 1998 en las distintas Comunidades Autónomas Españolas.
Tabla I.- Incidencia y mortalidad debida a cáncer colorrectal en España durante 1998.
INCIDE NCIA MORTALIDAD
Comunidad nº de casos casos/100.000 nº de casos casos/100.000
Andaluc ía 1.600 21,90 1.240 1,69
Aragón 317 26,71 287 2,41
Asturias 382 35,23 288 2,65
Baleares 214 26,04 158 1,92
Canarias 237 14,17 212 1,26
Cantabria 160 30,28 113 2,13
Castilla y León 889 35,73 668 2,68
Castilla La Mancha 414 23,98 327 1,89
Cataluña 2.738 44,11 1.498 2,41
Ceuta y M elilla 14* 10,72* 25 1,91
Comunidad Valenciana 1.248 30,69 860 2,11
Extremadura 227 21,14 250 2,32
Galicia 846 30,99 637 2,33
La Rioja 79 29,79 55 2,07
Madr id 1.255 24,39 989 1,92
Murcia 288 25,46 189 1,67
Navarra 180 33,46 115 2,13
País Vasco 738 35,14 431 2,05
TOTAL 11.826 29,4 8.342 2,07
Fuente: Instituto Nacional de Estadística (* Los datos de incidencia corresponden sólo a Ceuta)
Un gran número de estudios epidemiológicos han puesto de manifiesto que los factores
ambientales juegan un papel importante en el desarrollo de este tipo de cáncer, habiéndose
sugerido que son los causantes principales del cáncer colorrectal esporádico o no familiar.
No obstante, estos factores de riesgo no afectan de igual manera a las personas. De hecho,
hasta un 25% de pacientes con cáncer colorrectal pueden tener antecedentes familiares de esta
enfermedad, lo que sugiere la existencia de una cierta predisposición genética. En este sentido,
está ampliamente descrito que los síndromes hereditarios que afectan al intestino grueso tienen
su origen en alteraciones genéticas de las células germinales que pueden degenerar, en último
término, en cáncer de colon. Estos cánceres hereditarios, que dan cuenta de
Introducción 5
aproximadamente el 5% de los cánceres colorrectales, se pueden dividir en dos grupos
principales: los síndromes con poliposis, que han sido objeto de muchos estudios pero son
poco frecuentes, y los síndromes sin poliposis, más frecuentes y cada vez mejor conocidos. En
la tabla II se recogen los principales factores descritos que pueden influir favorable o
desfavorablemente, en la generación y desarrollo del cáncer colorrectal. 
     Tabla II.- Factores que afectan al desarrollo del cáncer colorrectal.
Edad
Dieta
Síndromes hereditarios (herencia autosómica dominante)
    Poliposis familiar del colon o poliposis adenomatosa familiar
    Síndrome de Gardner
    Síndrome de Turcot
    Síndrome sin poliposis (Síndrome de Lynch)
Enfermedad inflamatoria intestinal (por ejemplo, la colitis ulcerosa)
Bacteriemia por Streptoco ccus bo vis
Uretero sigmoido stomía
¿Sexo?
¿Consumo de tabaco?
¿Alcoho l?
1.1.1 Estructura del epitelio colónico
El epitelio del colon normal está formado por una única capa de células epiteliales que
descansan sobre un basamento membranoso. Esta lámina epitelial se organiza formando
invaginaciones tubulares, denominadas criptas, con anchos repliegues entre las mismas a modo
de proyecciones que están en contacto directo con el lumen intersticial (Figura 2). La mucosa
colónica de un adulto normal contiene aproximadamente 5 x 1010 células epiteliales (Mehl,
1991). En dicho epitelio se pueden distinguir principalmente cuatro tipos celulares distintos:
células madre, colonocitos, células caliciformes y células enteroendocrinas. Todas ellas
proceden de los mismos progenitores, las células madre. Los colonocitos o células absortivas,
que constituyen la mayor parte del epitelio, están implicadas en los procesos de absorción de
agua, electrolitos y ácidos grasos de cadena corta. Las células caliciformes se encargan de
secretar mucinas, las cuales ejercen una función protectora sobre el epitelio colónico. Además,
al otro lado de los basamenos membranosos, se localizan otros tipos celulares como
fibroblastos y las poco conocidas células dendríticas del colon, que regulan la inmunidad
intestinal (Bell y col., 2001).
Introducción 6
Figura 2.- Estructura de las criptas del intestino grueso.
(A) Las criptas intestinales son invaginaciones de la superficie del epitelio en forma de estructuras tubulares. Las
células proliferativas se encuentran en la base de las criptas y, desde allí, se diferencian a medida que migran a
lo largo del eje de la cripta perdiendo  su capacidad para dividirse. Una vez que alcanzan la superficie expuesta,
mueren por apoptosis y se desprenden hacia el lumen intestinal. La zona de proliferación se limita a los dos
tercios inferiores de la  cripta, siendo  especialme nte significativa en e l tercio inferior. (B) Corte histológico de
una sección de los pliegues de la pared del intestino. 1: capa muscular del pliegue de la pared (muscu laris
mucusae) y estrato de tejido conjuntivo con v asos sanguíne os; 2: capa muscular externa (muscularis externa)
[tomada de: Atlas de histología (Krommenhoek y col., 1996)]
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Las células madre se encuentran en la base de las criptas y, a partir de ellas, las células
se diferencian y se movilizan hasta alcanzar la superficie expuesta. Estas células se dividen
sin límite a lo largo de toda la vida de forma asincrónica, es decir, de la progenie, una célula
hija mantiene el fenotipo de célula madre mientras que la otra continúa dividiéndose y
diferenciándose. Estas últimas migran a lo largo de las criptas de manera que, durante este
tránsito, el número de divisiones disminuye progresivamente y se incrementa el grado de
diferenciación de las células. En el control del estado de diferenciación celular parecen
intervenir factores de crecimiento autocrino junto con determinados productos de la dieta,
aunque la naturaleza exacta de los distintos reguladores (positivos o negativos) no está del
todo establecida. Finalmente, cuando las células han alcanzado la parte más apical, mueren por
apoptosis y se desprenden hacia el lumen intestinal. Por tanto, los procesos de proliferación,
diferenciación, apoptosis y eliminación celular se producen secuencialmente en el colon. Se
estima que el tiempo requerido para que transcurran estas etapas es de 3-8 días, siendo este
valor de recambio uno de los más rápidos de los tejidos del cuerpo humano. 
1.1.2 Etapas de la progresión del carcinoma de colon
El cáncer es una enfermedad genética, donde la mayoría de las mutaciones se producen
en células somáticas y están provocadas por errores intrínsecos de la replicación del DNA o
son provocados por exposición a carcinógenos. Normalmente, no es suficiente que se produzca
una única alteración genética para que se origine la transformación neoplásica de una célula.
De hecho, el fenotipo maligno sólo se obtiene después de que varias mutaciones (de 5 a 10,
y normalmente producidas a lo largo de muchos años) provoquen alteraciones en diversos
productos génicos. En este sentido, distintos estudios llevados a cabo con numerosos
carcinomas colorrectales, han permito establecer una secuencia de cambios genéticos
concretos correlacionados con etapas específicas de la progresión tumoral. Estas observaciones
permitieron a Fearon y Vogelstein (1990) proponer un modelo secuencial de cambios
genéticos, que se ha ido completando en los últimos años (Figura 3). En este modelo, la
activación de oncogenes e inactivación de genes supresores de tumores juegan un papel
importante en las alteraciones del epitelio y en la progresión de adenoma a carcinoma, cambios
descritos en el modelo histológico clásico de la tumorigénesis colorrectal. Se han descrito dos
vías, la supresora y la mutadora, que afectan a la estabilidad genómica de forma diferente. La
vía supresora genera inestabilidad cromosómica (aneuploidía) y mutaciones que activan
oncogenes o que inativan genes supresores; esto se ha observado en el 80% de los cánceres
colorrectales esporádicos y en la de poliposis adenomatosa familiar hereditaria. La vía
mutadora origina la inestabilidad de microsatélites, o secuencias repetidas, observándose estas
alteraciones en el 90% de los de tipo hereditario no polipósico y en un 15% de los esporádicos.
Introducción 8
La primera alteración detectada en el epitelio normal en cáncer colorrectal hereditario
y en las primeras etapas del esporádico es la pérdida o inactivación del gen supresor de
tumores APC-Adenomatosis Polyposis Coli, situado en el cromosoma 5q, lo que está asociado
con una hiperproliferación anormal del epitelio. El producto del gen APC modula la señal
oncogénica de Wnt1 a través de sus efectos sobre los niveles citoplasmáticos de la b-catenina.
Además, está implicado en procesos de proliferación y control del ciclo celular, migración,
diferenciación y apoptosis (revisado en Goss y Groden, 2000; Kaplan y col., 2001).
Mutaciones o microdeleciones en este gen constituyen la base genética del síndrome de
poliposis adenomatosa familiar. Esta enfermedad se caracteriza por la aparición de cientos de
adenomas a lo largo del colon, así como en otras partes del cuerpo, que pueden degenerar en
la formación de un tumor maligno. Este síndrome da cuenta del 1% del total de los cánceres
colorrectales. Cabe destacar que las alteraciones moleculares detectadas en las formas
hereditarias se han descrito también en las formas no familiares o esporádicas de cáncer
colorrectal. Así, la inactivación somática de APC ocurre en el 50% de los adenomas y en el
80% de los adenocarcinomas de colon esporádicos (Kinzler y Vogelstein, 1996). En la mayoría
de los tumores de colon esporádicos se han detectado mutaciones en ambos alelos de APC,
permaneciendo constante la frecuencia entre tumores malignos y benignos. Estos datos
sugieren que la mutación en APC juega un papel relevante durante la iniciación de la
carcinogénesis colorrectal más que en la progresión de tumor benigno a maligno. Estudios
recientes muestran la existencia de mutaciones somáticas en la propia b-catenina durante la
carcinogénesis colorrectal (Tetsu y McCormick, 1999; Wagenaar y col., 2001). La inactivación
de otro gen supresor de tumores, MCC (Mutated in Colorectal Cancer), también localizado
en el cromosoma 5q, parece estar asociada con la hiperproliferación celular de las etapas
iniciales. El producto de este gen actúa modulando el ciclo celular inhibiendo la progresión
desde la fase G1 hacia la fase S (Matsumine y col., 1996).
Otros oncogenes, también alterados en el cáncer de colon, son el K-ras y el c-myc. En
un porcentaje elevado de adenomas de gran tamaño aparecen mutaciones en el gen K-ras
(Minamoto y col., 2000). La proteína que codifica este oncogén actúa como una proteína G
y se activa una vez anclada a la membrana celular. Se encarga de transmitir la señal mitogénica
generada en la membrana celular (tras la unión de los factores de crecimiento a sus receptores)
a elementos responsables de la transcripción de genes implicados en el crecimiento celular o
diferenciación. Con respecto al regulador de la transcripción c-myc, los niveles de mRNA
están elevados en el 60-70% de los adenomas y carcinomas colorrectales (De Benedetti y col.,
1994). El oncogén c-yes, de la familia de proteínas c-src, está sobreexpresado en tumores
colorrectales (Pena y col., 1995). El producto del gen c-src es una tirosina quinasa asociada
a la membrana que participa en la transmisión de la señal mitogénica. Esta proteína se activa
entre cinco y diez veces en el 70% de los cánceres colorrectales (Talamonti y col., 1993).
Introducción 9
 
Figura 3.- Etapas de progresión en el desarrollo del adenocarcinoma de colon.
Los carcinógenos de la dieta, otros carcinógenos, los virus, etc. pueden desencadenar la transformación de alguna
célula del epitelio del colon. En la parte de la derecha de la figura se recogen distintas alteraciones genéticas (que
se describen en el texto), cuya acumulación, no necesariamente de acuerdo a esta secuencia, conducen a la
progresión desde el epitelio normal al adenoma y hasta el carcino ma invasivo . En la parte izquierda se recogen
algunos de los agentes utilizados, o que se encuentran en vías de estudio, para la prevención de este tipo de
tumores, en función d e las alteracion es moleculares producidas. NSAIDs: drogas antiinflamatorias no
esteroídicas; DFMO: difluorornitinmetionina (inhibidor de la o rnitina descarboxilasa  y supresor de la síntesis de
poliaminas); Oltipraz: ditioltiona sintética, análoga de 1,2 ditioltioninas de crucíferas, que induce la producción
de enzimas destoxificantes.  La interrogación al final de alguno de los agentes carcinoprotectores indica que el
mecanismo de su actuación no se  conoce bien, o que los estudios se han realizado en modelos animales y no hay
datos clínicos.
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Durante la carcinogénesis colorrectal también pueden producirse diversas deleciones
en distintos cromosomas. Las más frecuentes afectan al brazo corto del cromosoma 18 y al
largo del 17, donde se localizan, respectivamente los genes DCC y p53. El gen DCC (Deleted
in Colorectal Carcinoma) codifica para una proteína de membrana cuyo dominio extracelular
presenta homología con moléculas de adhesión celular, por lo que se ha sugerido su
participación en el establecimiento de interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular
(Hedrick y col., 1994). Recientemente se ha demostrado que también es capaz de interaccionar
con las caspasas 9 y 3, promoviendo la activación de esta última de un modo independiente
de factores mitocondriales, lo que sitúa a esta proteína en una nueva vía de inducción de
apoptosis (Forcet y col., 2001). El gen supresor de tumores p53 está mutado en el 75 % de los
carcinomas colorrectales. La proteína que codifica juega un papel fundamental como
reguladora del ciclo celular ya que es capaz de unirse a secuencias específicas del DNA
provocando la parada en G1, lo que permite a la célula reparar el DNA dañado. También está
implicado en la inducción del proceso de apoptosis cuando detecta que el DNA no ha sido
corregido correctamente (Somasundaran y El-Deiry, 2000). En un estudio reciente se recoge
que la proteína p53 regula la expresión del gen APC, en cuyo promotor se han descrito dos
sitios de unión de p53. Esta regulación es dependiente del estado de fosforilación de la
proteína p53 (Jaiswal y Narayan, 2001).
En los últimos años se ha descrito que alteraciones en la vía de señalización a partir de
TGF-b pueden participar en la progresión de adenoma a carcinoma de colon (Takaku y col.,
1998). Normalmente el TGF-b desencadena señales de proliferación y/o diferenciación en
células epiteliales de colon. Dos tipos de receptores (TGF-bRI y TGF-bRII) median la señal
entre las células y este factor, lo que conduce a un complejo mecanismo de señalización, en
el que participan proteínas de la familia Smad. Además, también se han detectado mutaciones
en los genes Smad4 y Smad2 en carcinomas de colon (Eppert y col., 1996; Kopnin y col.,
2000). Por otro lado, el estudio en ratones knockout para Smad4 ha puesto de manifiesto su
papel como gen supresor de la progresión de tumores de colon (Takaku y col., 1998).
 La secuencia de mutaciones que se propone en el modelo recogido en la figura 3 es el
resultado de un análisis estadístico y no implica que en un individuo se den necesariamente
en el orden descrito. No obstante, el grupo de Vogelstein (1989) encontró que se produce una
pérdida de una media de 4-5 alelos en cada carcinoma colorrectal analizado. Por tanto, parece
que es la acumulación de mutaciones, más que el orden en que se producen, la que determina
la adquisición del fenotipo maligno. Esta secuencia mutacional puede producirse o acelerarse
con la adquisición de lo que se denomina fenotipo mutador (RER+), descrito en gran número
de tumores y puesto en evidencia en las neoplasias colorrectales, tanto esporádicas como
hereditarias de tipo no polipósico (Shibata y col., 1994; Perucho y col., 1996). El fenotipo
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mutador surge como resultado de mutaciones en los genes de reparación de errores en el DNA
(hMSH2, hMLH1, PMS1 y PMS2), las cuales provocan nuevas mutaciones y una elevada
inestabilidad genética, promoviendo alteraciones en las secuencias microsatélites (Vaurs y
Bignon, 1997; Lynch y col., 1997). Los microsatélites están fundamentalmente localizados en
regiones no codificantes del genoma; sin embargo, también se han encontrado estas secuencias
repetidas en regiones codificantes, lo que ha permitido identificar varios genes que están
alterados en los tumores con este fenotipo mutador. Entre estos se encuentra el gen del
receptor de tipo II del TGF-b. En 1995 se describió que una secuencia de diez nucleótidos de
adenina, contenida en la región codificante de este receptor, está alterada en los tumores
colorrectales RER+ (Markowitz y col., 1995). Esta mutación provoca una reducción del
número de tránscritos del receptor y, consecuentemente, la ausencia de la proteína en la
superficie celular. Las alteraciones relativas a este receptor se han encontrado específicamente
en los tumores de colon RER+ y en los tumores gástricos RER+ (Myeroff y col., 1995).
El gen Bax, miembro de la familia de genes Bcl-2, está implicado en la inducción de
la apoptosis. Dicho gen contiene, en su región codificante, una secuencia de ocho nucleótidos
de guanina que se encuentra mutada (por inserción o deleción de 1 pb) en el 50% de los
tumores colorrectales RER+ y en algunos de los de tipo RER- (Rampino y col., 1997). Las
alteraciones encontradas conducen a la disminución, incluso a la ausencia, de la proteína Bax
favoreciendo que las células escapen del proceso de apoptosis. En la actualidad se han descrito
alteraciones en otras proteínas que participan en el proceso de apoptosis durante el desarrollo
y progresión de tumores de colon, aunque su implicación durante el mismo no está del todo
establecida (Bronner y col., 1995).
Además de las mutaciones somáticas, que producen alteraciones en la expresión génica,
otro de los mecanismos reguladores frecuentemente alterados en el cáncer, y relativamente
tempranos en la carcinogénesis colorrectal, son los cambios en la metilación del DNA (Issa,
2000). Con respecto a esta modificación, se ha descrito una hipometilación (Figura 3),
producida por la activación de una desmetilasa, que puede causar un incremento en la
expresión de oncogenes o mutaciones en diversos genes. En segundo lugar, se ha observado
un incremento en varias DNA-metiltransferasas que están implicadas en el control del ciclo
celular. Un tercer cambio, que puede producirse a pesar de existir un estado global de
hipometilación, es la hipermetilación local o metilación de novo de islas CpG (Toyota y col.,
1999). En cáncer de colon se ha descrito la metilación de este tipo de secuencias, que están
localizadas en los promotores de genes implicados en el control del ciclo celular y en otros
múltiples procesos (adhesión, metástasis, angiogénesis, etc.). Algunos ejemplos son los
promotores de los genes de la E-cadherina, APC, TIMP3, p14, p16, hMLH1, etc. (Toyota y
col., 1999; Esteller y col., 2000). Esta metilación afecta a la expresión génica, pudiendo
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producirse la silenciación simultánea de varios genes, traduciéndose en un efecto similar al de
las mutaciones. Así, se ha descrito el fenotipo CIMP (CpG Island Metilator Phenotype) que,
en algunos casos, solapa con el fenotipo RER. Se ha intentado explicar el mecanismo de
silenciación considerando que las metilcitosinas de las secuencias CpG son hipermutables, y
la tasa de reparación de estas regiones alteradas es baja. A estas secuencias metiladas se uniría
una proteína (MeCp2) que tiene propiedades represivas. Su unión recluta a varias proteínas,
entre las que se incluye la histona desacetilasa; estos complejos proteicos alterarían la
configuración de la cromatina, bloqueando la unión de factores transcripcionales.
Este tipo de metilaciones también se producen con la edad en la mucosa colónica
normal (Ahuja e Issa, 2000). De este modo, con la edad se produciría una predisposición de
las células normales a la transformación neoplásica. Un grupo de genes (receptores de
estrógenos, versicano) se metila con la edad y en cáncer de colon; otros exclusivamente en
neoplasmas (APC, hMLH1, p14, p16) (Toyota e Issa, 2000).
Los recientes avances en el conocimiento de la biología molecular y de las alteraciones
genéticas asociadas al cáncer de colon están facilitando el desarrollo de distintos fármacos que
pueden ser capaces de retardar o prevenir la transformación del epitelio colorrectal. Como se
muestra en la figura 3, se está intentando asociar la actuación de estos fármacos con etapas
específicas de la transformación del epitelio normal a adenoma tardío (Krishnan y col., 2000).
Sin embargo, los posibles mecanismos de actuación de estos agentes pueden ser múltiples, y
algunos aún son especulativos. Además, estos fármacos se encuentran en fase de
experimentación debiéndose determinar la dosis adecuada, el tiempo de tratamiento y los
perfiles de toxicidad. En un futuro, el esclarecimiento de las bases moleculares de la
carcinogénesis colorrectal y de los mecanismos de actuación de estos fármacos puede
contribuir a reducir la incidencia de este tipo de cáncer.
Entre todos esos agentes, han recibido una atención especial las drogas
antiinflamatorias no esteroídicas (NSAIDs; entre ellas la aspirina). En modelos animales se
ha observado que estos compuestos son capaces de inhibir la carcinogénesis cuando en los
tumores de colon se detectan concentraciones elevadas de prostaglandinas (por ejemplo,
PGE2). La supresión de la carcinogénesis la realizan por modulación del crecimiento celular,
neutralización de carcinógenos tisulares, generación de leucotrienos protectores, e inducción
de la apoptosis (Stark y col. 2001).
Los eicosanoides regulan un amplio número de funciones fisiológicas del epitelio
gastrointestinal, entre las que se incluyen el control homeostático, el del flujo sanguíneo en la
mucosa y el de la proliferación celular. En la biosíntesis de eicosanoides están implicadas dos
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isoenzimas con actividad ciclooxigenasa (COX-1 y COX-2). La COX-1 se expresa en casi
todos los tejidos y es responsable de la producción de las prostaglandinas requeridas para el
mantenimiento de la integridad de la mucosa colónica. Sin embargo, la COX-2, no expresada
en el epitelio normal, es una enzima inducible por factores de crecimiento, mitógenos y
estímulos inflamatorios, y puede generar resistencia a la apoptosis (Gupta y DuBois, 2000).
Los niveles elevados de prostanoides en tumores colorrectales, que parecen estar relacionados
con un incremento en la proliferación celular, se han asociado con la inducción de la COX-2.
Los NSAIDs, entre los que ya se han descrito inhibidores específicos de la COX-2, suprimen
la producción de prostaglandinas ya que inactivan irreversiblemente a la ciclooxigenasa por
acetilación de un residuo de serina (Chen y col., 2001).
En el grupo de micronutrientes cabe destacar al ácido fólico. La eliminación o
disminución del folato de la dieta parece estar relacionada con un incremento en la
carcinogénesis, mientras que una dieta rica en folato ejerce un efecto protector. Aunque los
mecanismos de esta modulación no se conocen, se han asociado con el papel que desempeña
el folato en la formación de S-adenosilmetionina, el donador universal de grupos metilo, y a
su implicación en la biosínteis de purinas y de timina requeridas para la síntesis de ácidos
nucleicos (Choi y Mason, 2000). Además, se le ha asignado un papel en los mecanismos de
metilación del DNA; la hipometilación de loci específicos en el DNA (por ejemplo, en la
región codificadora del gen p53) puede ser revertida por folato. También participa en el
mantenimiento de la integridad del DNA, protegiéndolo de roturas cromosómicas; por otro
lado, se han asociado deficiencias en folato a alteraciones de los mecanismos de reparación
del DNA (Choi y Mason, 2000).
1.2 INFLUENCIA DE LA DIETA EN EL CÁNCER DE COLON
La historia acerca de la influencia de la dieta en el hombre es una de las más
ampliamente documentadas en el tiempo. Ya en el Antiguo Testamento, se describen los
efectos en la fisionomía de distintos individuos alimentados con diferentes tipos de dietas
(Daniel, siglo VI A.C). Desde entonces, el conocimiento en esta área se ha ampliado
enormemente. Actualmente, en relación con los procesos tumorigénicos, la dieta está
considerada para el hombre como la mayor fuente de exposición a potenciales carcinógenos
medioambientales. Numerosos estudios correlacionan el riesgo de padecer cáncer de colon con
los hábitos alimentarios de cada individuo. Estudios epidemiológicos han establecido una
correlación directa entre la mortalidad por cáncer colorrectal y el consumo per capita de
calorías, de proteínas cárnicas, de grasa y del aceite de la dieta, así como con la elevación del
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nivel de colesterolemia y la mortalidad por cardiopatía isquémica (Honda y col., 1999). Las
variaciones geográficas en la incidencia no parecen relacionadas con diferencias genéticas,
puesto que distintos estudios llevados a cabo sobre poblaciones migratorias convergen en la
idea de que la incidencia a padecer cáncer se iguala con los valores que presentan los
individuos del país de destino (Thomas y Karagas, 1987). La dieta y/o los hábitos de vida, por
tanto, juegan un papel clave en la carcinogénesis, en especial la que implica a carcinomas
colorrectales, pudiéndose incrementar o reducir el riesgo de sufrir este tipo de cáncer. En
general, dietas ricas en grasas animales y en carnes rojas se asocian con un mayor riesgo a
padecer cáncer de colon (Lichtenstein y col., 1998) mientras que el consumo diario de un
mayor porcentaje de vegetales y frutas previene la formación de este tipo de tumores
(DeMarini, 1998; Franceschi y col., 1998).
Los mecanismos propuestos acerca de la influencia de las grasas en la carcinogénesis
son muy variados y controvertidos (Willett, 1998; Honda y col., 1999). Posiblemente, el efecto
más aceptado es que la ingesta de una dieta rica en grasa estimula la descarga de la bilis. Los
ácidos y las sales biliares primarios son transformados en secundarios los cuales pueden alterar
el crecimiento del epitelio intestinal actuando como agentes carcinogénicos o promotores
tumorales (Fracchia y col., 1999). El efecto protector de los estrógenos (Figura 3) se ha
relacionado con una reducción de la cantidad de ácidos biliares secundarios. Por otro lado, se
ha observado que el desarrollo de una actividad física intensa reduce el riego de padecer cáncer
de colon. Por ello, parece que, al menos un porcentaje de la incidencia de cáncer colorrectal
atribuida previamente al consumo de grasa, podría ser debida al tipo de vida sedentaria. Esto
sugiere, como establecen otros estudios, que la asociación debería establecerse más con el
balance ingesta/consumo de energía que con la naturaleza del nutriente ingerido (Thompson
y col., 1999). 
Se han descrito múltiples efectos directos por los que las grasas podrían inducir
carcinogénesis. Entre otros, cabe destacar un incremento en la formación de eicosanoides, la
generación de radicales libres e interacciones directas entre los ácidos grasos y el DNA
genómico (Wynder y col., 1997). En numerosos estudios, utilizando modelos animales, se ha
analizado el efecto de dietas ricas en algún tipo particular de ácidos grasos, como por ejemplo
ácidos grasos saturados, ácidos grasos poliinsaturados w-6 (ácido linoleico, aceite de maíz)
y w-3 (eicosapentanoico, aceite de pescado). En estos trabajos se contemplan los efectos
moleculares que provocan estas dietas que podrían dar cuenta de actividades promotoras de
la carcinogénesis, como pueden ser la activación de la COX-2 o la producción de eicosanoides,
la modulación de la actividad de ras o la inducción de la apoptosis (Collett y col., 2001; Rao
y col., 2001). En cualquier caso, lo que sí parece ampliamente aceptado es el papel protector
de la fibra de la dieta en la carcinogénesis colorrectal. De hecho, el papel carcino-protector de
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alimentos como los vegetales, legumbres y fruta, aún sin descartar efectos de otra naturaleza
como la presencia de flavonoides protectores, se fundamenta en el alto porcentaje de fibra que
contienen (Steinmetz y Potter, 1996; Pool-Zobel y col., 1997). 
El término “fibra de la dieta” fue acuñado por Trowell en 1976. Así, tradicionalmente
se definió como los polisacáridos distintos del almidón que forman parte de la pared de las
células vegetales y que son resistentes a las enzimas digestivas humanas. Sin embargo, esta
definición es limitada ya que no incluye todas las sustancias que son física o químicamente
similares a la fibra de la dieta y que ejercen los mismos efectos fisiológicos (Davidson y
McDonald, 1998). Los cereales, legumbres, vegetales, frutas, frutos secos y semillas son ricos
en fibra. La fibra no es una sustancia homogénea sino que está formada por un grupo de
compuestos químicamente distintos (polisacáridos distintos del almidón, celulosa,
hemicelulosa, b-glucanos, pectinas, gomas, mucílagos, ligninas, etc.). Existen diferentes tipos
de fibras que se clasifican en solubles e insolubles y se diferencian entre si por sus propiedades
físicas. Así, la fibra soluble incluye las pectinas, gomas y hemicelulosas, y se caracteriza por
su capacidad para formar geles viscosos en el tracto intestinal. La fibra insoluble (celulosa y
ligninas) no exhibe viscosidad pero aporta volumen a las heces. Ambas formas pueden unir
cationes minerales o ser utilizadas como sustratos fermentables por la microflora del colon
(Davidson y McDonald, 1998). Aunque no se digiere, la fibra de la dieta desempeña un papel
nutricional clave ya que su presencia es fundamental para el mantenimiento de la integridad
funcional del tracto gastrointestinal. Además, las fibras fermentables por la flora bacteriana
se transforman, entre otros productos, en ácidos grasos de cadena corta (acético, propiónico
y butírico) que son absorbidos y utilizados como fuente de energía por el epitelio del colon,
el músculo esquelético y por el tejido hepático (Livesey, 1990; Cummings, 1998 ).
El papel protector de la fibra en la carcinogénesis colorrectal se ha atribuido, desde
hace tiempo, a su capacidad para incrementar la estructuración de las heces y para promover
la motilidad intestinal, disminuyendo la concentración y el tiempo de exposición de
potenciales carcinógenos presentes en la dieta (Burkitt, 1971). En este sentido, distintos
estudios in vitro muestran también que varios tipos de fibras pueden unir carcinógenos y
potenciales promotores de tumores (Smith-Barbaro y col., 1981; Gulliver y col., 1983). Sin
embargo, cada vez son más los estudios que apuntan hacia los ácidos grasos de cadena corta,
en especial el ácido butírico, obtenidos durante la fermentación de la fibra, como los
responsables principales del papel carcino-protector que se le atribuye a la dieta rica en fibras
(Clausen, 1995; Velázquez y Rombeau, 1997). El ácido butírico es un ácido débil (pKa 4,81)
por lo que en el entorno fisiológico se encuentra en la forma ionizada; la nomenclatura
utilizada en esta Memoria para referirse al ácido butírico será la de butirato.
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1.3 EL BUTIRATO
1.3.1 Obtención, absorción y metabolismo del butirato
La principal fuente de butirato para el hombre procede de alimentos como la leche, la
mantequilla, el aceite de oliva y, de un modo indirecto aunque mayoritario, también se obtiene
por fermentación de la fibra de los vegetales, las legumbres, las frutas y los cereales. La fibra
de la dieta, como se ha comentado, es transformada por la flora bacteriana en distintos
productos (Cummings y Macfarlane, 1997). Así, la fermentación de hidratos de carbono
produce fundamentalmente ácidos grasos de cadena corta (acetato, propionato, butirato),
hidrógeno y CO2. La fermentación intestinal de proteínas (pancreáticas, secretadas por las
bacterias, o productos de lisis bacteriana) produce, además de los ácidos grasos anteriormente
mencionados, otros de cadena corta ramificados (isobutirato, isovalerato y 2-metilbutirato),
amoníaco, aminas y fenoles, junto con otros ácidos orgánicos. En algunas circunstancias se
pueden acumular otros intermedios, tales como lactato, etanol, succinato y a-cetoácidos
(Macfarlane y Gibson, 1994).
Desde el punto de vista nutricional, uno de los principales ácidos grasos de cadena corta
producto de la fermentación bacteriana es el butirato, obteniéndose alrededor de 100 mmoles
de este ácido graso por día (revisado en Pouillart, 1998). El butirato obtenido es rápidamente
absorbido en el intestino grueso, principalmente a nivel del ciego y del colon. Este proceso es
realizado por los colonocitos, que capturan el butirato en la forma protonada mediante difusión
pasiva a través de la membrana apical. Distintos estudios muestran también la existencia en
la membrana apical de un intercambio butirato--HCO3-, sugiriendo la presencia de un
transporte facilitado para este ácido graso (Sehested y col., 1999). El intercambio de una base
fuerte (HCO3-) por un ácido débil (butirato-), disminuye el pH intracelular, lo que estimula, a
su vez, el intercambio apical electroneutro Na+-H+. La salida del H+ corrige el pH intracelular
e induce la absorción de Na+, que es transportado basolateralmente a través de la Na+-K+-
ATPasa estimulando la absorción de agua. De este modo, el butirato estimula la absorción de
Na+ y juega un papel integral en la recuperación de fluidos y electrolitos en el colon. Un
esquema de los mecanismos de absorción del butirato se muestra en la figura 4.
En el interior de la célula, el butirato se metaboliza vía b-oxidación, constituyendo la
principal fuente de energía de los colonocitos. Se estima que entre un 60-80 % de la energía
consumida por estas células proviene de la metabolización de este ácido graso (Cummings y
MacFarlane, 1997). Deficiencias en la b-oxidación son la causa de la colitis ulcerosa; los
individuos que la padecen tienen un epitelio atrófico que puede degenerar en la formación de
tumores (Hague y col., 1997). Finalmente, el butirato no metabolizado es enviado a la
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circulación portal tras su paso por la membrana basolateral mediante difusión pasiva o por
transporte facilitado a través del intercambio butirato-/HCO3- (distinto al de la membrana
apical) siendo capturado y metabolizado en el hígado. Además, el butirato puede ser secretado
a través de la leche materna, el sudor y las heces fecales (Pouillart, 1998).
Figura  4.- Abso rción de  butirato  en los colo nocitos.
Se recogen los mecanism os de transp orte a través d e la memb rana epitelial d el butirato  y su interacción con el
transporte  de sodio y bicarbonato. El grosor de las flechas indica la importancia de cada vía en el proceso de
absorción de este ácido graso. No obstante, algunos de  los mecanism os son tod avía espec ulativos. Bu tH
representa  la forma no disociada del butirato y But- la forma desprotonada. Las figuras geométricas simbolizan
distintos tipos de transportadores, algunos de los cuales todavía no han sido caracterizados. [Modificado de von
Engelhardt y col. (1998)].
1.3.2 Efectos in vivo e in vitro
El butirato, in vivo, es esencial para el mantenimiento de la integridad física y funcional
de la mucosa intestinal. Distintos estudios muestran que estimula la proliferación de las células
de las criptas aunque este efecto se encuentra restringido a los dos tercios inferiores de las
mismas (Bartram y col.,1993). Esta es la región donde normalmente se encuentran las células
en división. Por lo tanto, aunque este agente estimula la proliferación de las células del epitelio
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del colon, al actuar en un área restringida no está considerado como promotor de tumores. Por
el contrario, el ácido desoxicólico induce la expansión de la zona superior de las criptas y es
considerado como un agente carcinogénico (Velázquez y Rombeau, 1997). Asimismo, también
se ha descrito que el butirato favorece el rápido recambio de las células hijas, situadas en la
parte más expuesta de las criptas, promoviendo su diferenciación y apoptosis. El distinto
efecto local ejercido por el butirato se postula que puede radicar en la exposición a distintas
concentraciones del agente. La zona superior de las criptas, al estar en contacto directo con el
lumen, está sometida a concentraciones altas de butirato; sin embargo, la zona inferior, al estar
menos expuesta, se encuentra en presencia de concentraciones menores de agente (Csordas,
1996).
Por otro lado, está ampliamente descrito que el butirato in vitro inhibe la proliferación
celular y promueve la diferenciación y apoptosis en numerosas líneas celulares transformadas
de colon y de otros orígenes tisulares (Saito y col., 1998; Schwartz y col., 1998; Rickard y col.,
1999). En estos estudios, concentraciones que promueven in vivo la proliferación celular dan
lugar al efecto contrario. Esto ha llevado a discutir en muchas revisiones acerca de lo que se
ha dado en llamar la “paradoja del butirato” (Hague y col., 1997; Russo y col., 1999). La
mayoría de las explicaciones dadas para justificar este hecho se basan en las propias
características del cultivo in vitro de las células. En este sentido, hay que tener en cuenta que
las células se propagan en presencia de concentraciones altas de glucosa (entre 1 y 4,5 g/l),
constituyendo este metabolito su principal fuente de energía. Así, in vitro, las células podrían
utilizar el butirato con fines distintos del energético y de ello dependería su capacidad para
inducir apoptosis o estimular la proliferación (Hague y col., 1997; Shing y col., 1997). Por otro
lado, el entorno in vivo de las células, formando las criptas, es muy diferente al de las células
de un cultivo in vitro, formando monocapas, siendo por tanto el grado de exposición a la
misma concentración de agente muy diferente. En este sentido, la mucosa intestinal intacta
podría estar protegida a través de la barrera de mucinas, la cuál podría reducir los niveles de
butirato en contacto con las células (Hague y col., 1997).
Mecanismo de acción
Aunque no se conoce con exactitud el mecanismo mediante el cual el butirato ejerce
su efecto, parece ser que la inhibición que provoca sobre la desacetilasa de histonas media
muchos de los efectos que se le atribuyen. La inhibición de esta enzima provoca la
hiperacetilación de las histonas, fundamentalmente de las histonas H3 y H4. La presencia de
un gran número de grupos acetilo en las histonas, neutraliza la carga positiva que presentan
y provoca una desestabilización de la interacción iónica con el DNA. La disminución de la
afinidad de las histonas por el DNA incrementa el acceso de factores de transcripción y la
activación de genes específicos (Clausen,1995). De este modo, se puede explicar la
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modificación de la expresión de un gran número de proteínas tras exposición a butirato (Shack
y col., 1996; Saito y col., 1998; Gibson y col., 1999). En la tabla III se recogen algunas de las
proteínas cuya expresión se modula directamente por el butirato, aunque el efecto es
dependiente de la línea celular. Por ejemplo, los niveles de la proteína antiapoptótica Bcl-2,
tras la exposición a butirato disminuyen en unas células mientras que se induce en otras. Se
han propuesto otros mecanismos de actuación para el butirato tales como la modificación de
la estructura de la cromatina por modulación de la fosforilación de histonas y el incremento
de la transcripción al disminuir la metilación del DNA (Boffa y col., 1981; Whitlock y col.,
1983).
La hiperacetilación de histonas parece mediar los procesos de inhibición de la
proliferación celular y la potenciación de la diferenciación celular que provoca el butirato en
numerosas líneas tumorales. Yoshida y colaboradores (1990), al utilizar otro inhibidor de
desacetilasas, la tricostatina A (no relacionado estructuralmente con el butirato), observaron
que ésta, no solo provoca una hiperacetilación de histonas similar a la del butirato, sino que
también mimetiza al mismo tiempo la inhibición de la proliferación y la inducción de
diferenciación provocada por el ácido graso. También parece que es necesaria una
modificación extensa por hiperacetilación para originar la inhibición de la proliferación,
mientras que sólo se requiere una acetilación transitoria en una región delimitada de la
cromatina para que se induzca el proceso de diferenciación.
Por otro lado, el efecto que ejerce el butirato sobre la acetilación de histonas también
se ha relacionado con el proceso de apoptosis. En las condiciones de hiperacetilación, como
se ha comentado antes, ciertas regiones del DNA están más accesibles y, además de poderse
activar genes relacionados con muerte celular, se puede facilitar también la acción de
endonucleasas que degraden el DNA. En este contexto, también se ha descrito que la
inducción de apoptosis en células, tras tratamiento con butirato, está provocada por
alteraciones en los niveles de proteínas de la familia de Bcl-2 (Litvak y col., 1998) y/o por un
incremento en los niveles de caspasa 3 (Heerdt y col., 1998). Este incremento en los niveles
de caspasa 3 está, a su vez, relacionado directamente con la hiperacetilación de histonas
inducida por el butirato (Medina y col., 1997).
Dentro de las proteínas descritas como responsables de la inhibición de la proliferación
que ejerce el butirato sobre numerosas líneas tumorales se encuentra la proteína p21. La
inducción de esta proteína acontece de manera temprana y se produce como consecuencia de
la activación transcripcional en el sitio Sp1 del promotor del gen que codifica para p21
(Nakano y col., 1997). La hiperacetilación de histonas provocada por el butirato parece ser,
al menos en parte, la responsable de esta activación (Archer y col., 1998). 
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Tabla III.- Algunas proteínas cuya expresión o actividad está modulada por butirato.
PROTEÍNA LÍNEA CELULAR
Ciclo celular
ciclina D3
p27
p16
p21
cdc25c
fosforilación de Rb (proteína de retinoblastoma)
actividad de timidina quinasa
PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen)
HT29
Caco2, HepG2 y HepG3
LS174T
HT29, SW640, Caco2, LIM1215
Caco2
LIM1215, LS174T
LS174T
MCF7
Grado de diferenciación
MUC3 (mucina tipo 3)
CEA (antígeno carcinoembrionario)
ALP (fosfatasa alcalina)
lactasa
trealasa
HT29
HT29, Caco2
HT29, Caco2, LIM1215, LS174T
14 líneas celulares colorrectales
14 líneas celulares colorrectales
Apop tosis
caspasa 3
Bax
Bcl-X L
citocromo c mitocondrial
Bcl-2
p53
Caco2, LIM1215, JURKAT, Y79
Y79
Caco2
Y79
SW480, HCT-116, HCC, Caco2 
Caco2, Y79, HCC-T,  HCC-M.
Protoncogenes
c-myc
c-myb
src
MCF 7, KB-3 -1
Caco2, LIM1215
SW620
Resistencia a drogas
mdr1 (multidrug resistence 1)
LRP (lung resistant phenotype)
glicoproteína P (y su activación en algún caso)
SW640, DLD-1, LS180, HCT-15
SW620
SW640, DLD-1, LS180, Clon A 
Otras
COX-2 (cicloxigenasa 2)
PPAR-g (peroxisome p roliferator activated recepto r)
galectina 1 y 3
queratina 18
secreción de IL-8 (interleuquina 8)
fosforilación y actividad de PKC (protein kinase C)
fosforilación de GSK-3 (glucógeno sintasa quinasa 3)
carboxipeptidasa A3
g-globina
secreción de IGFB P-2 (insulin-like gro wth facto r binding  protein )
15-lipoxigenasa
TIMP-1 y- 3 (TissueIinhibitorMa trixMetalloproteinase )
HSP70 y 28 (Heat Sh ock Pro tein)
PAF (factor activad or de plaquetas)
GLUT 1 (transportador d e glucosa1) y transporte de  glucosa
fosforilación de ERK y JNK
activación de uPA (activador de plasminógeno tipo uroquinasa)
secreció n de IGFB P-3 (insulin-like grow th factor bin ding pro tein)
receptor a2-adrenérgico
MMP-9(Matrix Metalloproteinase 9)
b-galactósido a-2,6-sialiltranferasa y la actividad
HT29 y PC/AA/C1
Caco2
LNCaP y KM12
SW613-B3
Caco2
HT29
HT29
PC-3
eritroblastos
Caco2
Caco2
SW116
K562
Eol-1
HepG2
K562
HBECs, SW620, MDA-MB-231.
Caco2
HT29
SW116
HepG2, Hep3B
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Esta proteína pertenece a la familia de inhibidores de complejos ciclina-proteína quinasa
dependiente de ciclina (ciclinas-CDK). Estos se clasifican en dos grupos según su estructura
y las características funcionales. La familia Kip, que incluye a las proteínas p21, p27 y p57,
comparten un dominio amino terminal muy conservado e inhiben un amplio espectro de CDKs
por unión a los complejos ciclina-CDK (ciclina D/CDK4 ó 6, E/CDK2 y A/CDK2). La familia
INK4 incluye las proteínas p16, p15, p18 y p19 que inhiben a CDK4 y CDK6 por unión a la
subunidad CDK (Yamamoto y col., 1999). Además de inhibir una gran variedad de complejos
ciclinas-CDKs, la proteína p21 puede actuar directamente sobre el DNA inhibiendo la
replicación tras su unión a PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen), una subunidad de la
DNA polimerasa d (Waga y col., 1994).
La expresión de la proteína p21 se induce por una gran variedad de agentes entre los que
se incluyen inhibidores de la proliferación e inductores de la diferenciación, agentes
genotóxicos y sustancias estimuladoras del crecimiento (Gorospe y col., 1996a). No obstante,
la expresión de la p21 está estrictamente regulada. A nivel transcripcional, la regulación puede
ser dependiente de la proteína p53, ya que contiene dos sitios de unión para esta proteína y su
interacción provoca una sobreexpresión de la p21; o bien, independiente de la p53, como en
el caso de la inducción por butirato (Archer y col., 1998). Secuencias consenso de unión de
Sp1, así como la participación de la familia MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase)
estarían implicadas en la regulación de p21 independiente de p53 (Gorospe y col., 1996a).
Además, la presencia de factores que incrementan la estabilidad del RNA de p21 (Gorospe y
col., 1996b) y la modulación de la unión a PCNA por fosforilación de p21 (Scott y col., 2000)
ponen de manifiesto otros puntos de regulación a nivel post-transcripcional y de la traducción.
La función de p21 se asocia fundamentalmente con la inhibición que ejerce sobre el
crecimiento celular de numerosas líneas celulares (Janson y col., 1997; Archer y col., 1998)
aunque también está implicada en procesos de diferenciación (Siavoshian y col., 2000). Su
papel durante la apoptosis, sin embargo, ha sido objeto de controversia ya que se ha sugerido
tanto un papel protector como inductor de apoptosis (Gorospe y col., 1997; Chai y col., 2000).
1.3.3 El butirato como agente antitumoral
Por los efectos que produce en las células tumorales, el butirato puede ser utilizado en
el tratamiento del cáncer. Sin embargo, su utilización resulta contradictoria; en algunos casos,
actúa sinérgicamente con el carcinógeno obteniéndose un mayor número de tumores en el
colon de ratas (Freeman, 1986). En este tipo de experimentos hay que tener en cuenta que la
administración masiva de un carcinógeno para obtener un alto rendimiento en el número de
tumores en un plazo razonable, supone una situación artificial que nada tiene que ver con la
larga acumulación en el tiempo de las mutaciones que fisiológicamente dan lugar a un tumor
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de colon humano. Otros estudios, no obstante, están de acuerdo con el papel protector del
butirato, aunque depende de la concentración local obtenida de este agente tras la
administración de diferentes tipos de fibras (McIntyre y col., 1993). El butirato también se
puede utilizar para sensibilizar células que presentan resistencia a otros agentes (Shack y col.,
1996) aunque se ha descrito también que contribuye a incrementar el fenotipo MDR
(MultiDrug Resistence) induciendo la síntesis y la activación de la glicoproteína P (Frommel
y col., 1993).
La administración parenteral de butirato en pacientes con cáncer no ha aportado
resultados satisfactorios debido a su baja vida media en el plasma (5 minutos) (Daniel y col.,
1989). Para prolongar su permanencia se están desarrollando análogos de este agente más
estables (isobutiramida, 4-fenilbutirato, tributirina) (Pouillart y col., 1998) y se utilizan
terapias combinadas con agentes como el interferón a que amplifican sus efectos (Miyachi y
col., 1999). No obstante, se han ideado métodos para el mantenimiento de niveles adecuados
de este agente en los pacientes aunque, como se recoge en la literatura, estas personas
desarrollan un olor socialmente inaceptable. A pesar de estos inconvenientes, más de 200
personas han sido tratadas con butirato y los parámetros clínicos, en particular en estados
avanzados de la enfermedad, no se han deteriorado incluso cuando la terapia no ha sido
efectiva (Pouillart, 1998).
1.4 APOPTOSIS
El principal mecanismo por el cual el butirato está considerando como un posible agente
antitumoral es la capacidad que tiene de generar señales celulares a través de las cuales se
desencadena el programa de apoptosis, o muerte celular programada, en numerosas líneas
celulares. La apoptosis es el principal mecanismo fisiológico de muerte celular e implica la
activación de mecanismos específicos que conducen a la muerte natural de las células de los
distintos tejidos. De este modo, constituye una parte integral en el proceso de recambio celular
participando en la eliminación de células sobrantes (durante el desarrollo embrionario, en el
epitelio gastrointestinal, etc.), dañadas o aberrantes (alteraciones en las bases de DNA,
estructuras de DNA alteradas por unión de agentes intercalantes, etc.). El programa de
apoptosis se desarrolla en dos etapas: en la primera, o etapa de determinación, la célula
reacciona ante un estímulo determinado o ante su ausencia (señales de desarrollo, estrés
celular, alteración del ciclo celular, etc.) decidiendo iniciar el proceso de apoptosis; en la
segunda, o etapa de ejecución, la célula sufre un conjunto de alteraciones moleculares que
desencadenan la muerte celular (para revisión ver Heemels, 2000).
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En las células apoptóticas se han descrito alteraciones como: disminución de la adhesión
celular y de los contactos intercelulares, pérdida de estructuras especializadas de la superficie
celular (por ejemplo, los microvilli), cambios en la distribución de fosfolípidos de la
membrana plasmática con formación de protusiones, reducción del volumen celular,
condensación de la cromatina con una distribución marginal alrededor de la envoltura nuclear,
agregación de los poros nucleares y disolución focal de la lámina nuclear. Finalmente, se
produce una escisión de la célula en múltiples estructuras, denominadas cuerpos apoptóticos,
constituidos por partes del citoplasma rodeados de membrana plasmática. Todo este proceso
ocurre sin liberación del contenido citoplasmático u orgánulos subcelulares al medio exterior
ya que, a diferencia de la muerte celular por necrosis, no se produce rotura de la membrana
plasmática (Motyl, 1999; Wyllie, 1999). En el ámbito fisiológico, los cuerpos apoptóticos son
retirados del espacio extracelular por los macrófagos mediante fagocitosis y, por tanto, no
cursa ningún proceso de respuesta a daño celular o inflamación (Savill y Fadok, 2000).
1.4.1 Caspasas 
La maquinaria de transmisión de las señales apoptóticas es muy compleja. Se puede
iniciar a través de distintas vías, dependiendo del estímulo recibido por la célula (Figura 5).
Una vez iniciada la señal, ésta se transmite a través de distintas proteínas adaptadoras. Sin
embargo, todas las señales convergen al final en la activación de una familia de cisteín-
proteasas, denominadas caspasas, que son las encargadas, en ultimo término, de ejecutar el
proceso de muerte celular. La implicación de estas proteasas en los procesos de apoptosis está
ampliamente documentada (Giuliano y col., 1999; Chai y col., 2000)
Clasificación, estructura y activación
Hasta el momento, en mamíferos se conocen 13 miembros de esta familia de proteínas
aunque sólo 11 se han descrito en humanos. El análisis filogenético revela que existen dos
subfamilias de caspasas (Earnshaw y col., 1999). La subfamilia de la caspasa 1 (caspasas 1,
4, 5 y 13), que parecen estar implicadas en el control de la inflamación, y la subfamilia de la
caspasa 3 (caspasas 3 y 6-10), que están especializadas en los procesos de apoptosis. La
caspasa 2 es estructuralmente similar a la subfamilia de la caspasa 1 pero su función la sitúa
junto con la subfamilia de la caspasa 3. Las caspasas se sintetizan en forma de zimógenos con
la estructura general que se muestra en la figura 5. Se pueden distinguir tres dominios: el
prodominio amino terminal, la subunidad grande (de aproximadamente 20 kDa) y la subunidad
pequeña (de 10 kDa). La longitud del prodominio es muy variable y está implicado en la
regulación de la activación. Aquellas caspasas que poseen un prodominio largo parecen estar
implicadas en la iniciación del proceso de apoptosis y se denominan caspasas iniciadoras
(caspasas 2, 8, 9 y 10), mientras que, aquellas con un prodominio corto son activadas por las
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iniciadoras para ejecutar el programa de apoptosis y se las conoce como caspasas efectoras
(caspasas 3, 6 y 7) (Earnshaw y col., 1999).
Las caspasas se activan una vez iniciadas las distintas vías de señalización del programa
de apoptosis. La activación de cada caspasa requiere un mínimo de dos roturas proteolíticas:
una, en la que se separa el prodominio del resto de la molécula, y otra, por la que se obtiene
la subunidad grande y la pequeña. Estos cortes, en los que están implicados residuos de
aspártico, ocurren de un modo ordenado y van seguidos de una asociación de dos de cada una
de estas subunidades para formar una estructura tetramérica (Figura 5). Esta asociación puede
ser homo- o heterodimérica generando una enzima con dos centros activos con una
especificidad absoluta de corte detrás de un residuo de aspártico, de ahí el nombre que reciben
(caspases: cystein-dependent aspartate-directed proteases). Todo esto implica que estas
enzimas pueden ser activadas bien autocatalíticamente o bien en cascada por otras enzimas con
especificidad similar.
Rutas de señalización del proceso de apoptosis
Una primera ruta de señalización del proceso de apoptosis tiene su origen en la
membrana celular a través de lo que se conoce como receptores de muerte (Figura 5). La
señal se inicia tras la unión de distintos ligandos (FasL, TNF, etc.) a sus respectivos receptores
de muerte transmembrana (Fas, TNFR1, etc.) (Ashkenazi y Dixit, 1998). La unión del ligando
provoca la homotrimerización del receptor y, de este modo, el receptor de muerte es capaz de
reclutar proteínas adaptadoras hacia la membrana celular. Este proceso implica la interacción
homofílica entre dominios de muerte DDs (Death Domains) de los receptores y los de las
moléculas adaptadoras (Saikumur y col., 1999). A su vez, las moléculas adaptadoras poseen
secuencias específicas DEDs (Death Effector Domain) capaces de interaccionar
homofílicamente con algunos miembros de la familia de las caspasas provocando su activación
(Muzio y col., 1996). Así, la activación de la pro-caspasa 8 requiere su asociación con la
molécula adaptadora FADD a través de los dominios DED, situándose la caspasa 8 en la vía
apoptótica mediada por receptor de muerte (Muzio y col., 1996; Medema y col., 1997).
También parece estar implicada en esta vía la caspasa 2.
La mayor parte de los estímulos apoptóticos utilizan una segunda ruta de señalización
que se conoce como vía mitocondrial, que está regulada por proteínas de la familia Bcl-2
(Figura 5). En esta vía se modifica la permeabilidad mitocondrial produciéndose la liberación
de dos proteínas apoptogénicas, citocromo c y AIF (Apoptosis-Inducing Factor), así como la
generación de un flujo de calcio y liberación de especies reactivas de oxígeno. AIF es una
proteasa que, por si misma, es capaz de activar a la caspasa 3 y a endonucleasas in vitro
(Kroemer, 1997). A diferencia de AIF, el citocromo c (también denominado Apaf 2) necesita
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Figura  5.- Vías d e señaliza ción que  condu cen al pro ceso de a poptos is
Dependiendo del tipo de estímulo apo ptótico, se activa una de las tres rutas encargadas de iniciar la cascada de
señales del programa de apoptosis. La vía de receptores de muerte  se inicia en la membrana plasmática tra s la
unión de distintos ligandos (por ejemplo, FasL) a sus respectivos receptores de muerte (Fas). Este hecho provoca
la homotrimerización del receptor que, a través de proteínas adaptadoras (como FADD ), activa a la pro-caspasa
8. En la vía mitoc ondria l, la familia de Bcl-2 regula la liberación de calcio, ROS (especies reactivas de oxígeno)
y proteínas apoptogénicas (citocromo c, Apaf1 y AIF) que pueden activar a la pro-caspasa 9. La activación de
las pro-caspasas implica la liberación del prodominio y la ruptura proteolítica de la subunidad grande (morado)
y la subunida d peque ña (rosa), co n la posterior asociación de  dos subunidade s grandes y dos peq ueñas, dando
lugar a la especie activa con dos centros catalíticos (verde). La caspasas iniciadoras activan a las caspasas
ejecutoras, que son las responsables de los cambios morfoló gicos acontecidos d urante el proceso de  apoptosis.
La tercera vía se inicia cuando se produce daño en el DNA y está regulada por p5 3 y ATM . No se conoce  su
conexión con la casc ada de la familia de las caspasa s.
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interaccionar con la proteína citosólica Apaf 1 (Apoptotic protease activating factor) para
activar específicamente a la pro-caspasa 9, ejecutando así el programa apoptótico (Motyl,
1999) (Figura 5). 
La tercera vía de inducción del proceso de apoptosis es la peor caracterizada y se inicia
cuando se produce un daño en el DNA (Figura 5). Aunque se sabe que está regulada, al menos
en parte, por proteínas tales como p53 y ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated), no se conoce
cómo se produce la activación de las caspasas a través de esta vía (Dragovich y col., 1998,
Rich y col., 2000).
Independientemente del mecanismo por el cuál se ha inducido el proceso, la activación
de las correspondientes caspasas iniciadoras provoca, a su vez, la activación en cascada de
otras caspasas encargadas de ejecutar el programa de apoptosis originando los cambios
anteriormente descritos que desencadenan la muerte de la célula. Por ejemplo, la señal
apoptótica iniciada en Fas con la activación de la caspasa 8, se traduce por la caspasa 4 en el
procesamiento de la pro-caspasa 3 (Kamada y col., 1997). La caspasa 9, por su parte, puede
activar a la caspasa 3, 7 y 6 (Li y col., 1997; Earnshaw y col., 1999).
Ejecución del programa de apoptosis
Las caspasas, aunque son extraordinariamente selectivas como proteasas, ejercen su
actividad proteolítica sobre un amplio número de sustratos. Se ha sugerido que la proteolisis
de muchos de ellos es la responsable de los numerosos cambios metabólicos y estructurales
que se desencadenan durante el proceso de apoptosis. Actúan sobre un gran número de
proteínas, tanto citoplasmáticas como nucleares, con actividades diversas, tales como:
metabolismo y reparación del DNA, fosforilación de proteínas, transducción de señales,
regulación del ciclo celular y en proliferación, así como proteínas responsables de
enfermedades genéticas humanas y proteínas que participan directamente en apoptosis
(Earnshaw y col., 1999). En la tabla IV se recogen algunas de las principales características
y posibles sustratos descritos para cada tipo de caspasa.
Regulación del procesamiento y de la actividad de las caspasas
Debido a los efectos letales provocados por las caspasas no es de extrañar que su
actividad esté sometida a un estricto control ejercido a distintos niveles. Así, se puede producir
una regulación transcripcional; de hecho, distintos agentes, como el interferón g, afectan a la
expresión génica de diferentes caspasas (Tumura y col., 1995). Por otro lado, se han descrito
distintos tipos de modificaciones post-traduccionales (nitrosilación, fosforilación, etc.) que
pueden modular la actividad de estas proteasas (Earnshaw y col., 1999).
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Tabla IV.- Propiedades y sustratos de las distintas caspasas humanas.
Caspasa
Sitio de rotura en el
zimógenoa
Secuencia preferente
de prote olisis Sustrato
Caspasa 1 TPLD /S; FED D/A; AV QD/N YEV D-X Pro-interleu quina-1b, Bcl-X L
Caspasa 2 DQQ D/G; E ED/A; D NKD /G WEH D-X
Caspasa 3 IETD /S; * ; ESM D/S VDV AD-X ; DEH D-X Gels o l i n a ,b - c a t e n i n a ,p 2 1 ,
citoquera tina 18, Rb,  PARP,
fosfolipasa A2 citosólica,  p27,
Bcl-X L, FLIPL
Caspasa 4 WV RD/S; L EED /A; ? LEVD -X; (W /L)EHD -X
Caspasa 5 WV RD/S; L EAD /S; ? (W/L)E HD-X
Caspasa 6 DVV D/N; T EVD /A; TET D/A VEID -N; VEH D-X citoqueratina 18, laminas
Caspasa 7 IQAD /S; *; DSV D/A DEV D-X citoqueratina 18, PARP, p21,
p27
Caspasa 8 VET D/S; LE MD/L ; REQD /S IETD -X; LET D-X FLIPL, Bid
Caspasa 9 PEPD /A; DQL D/A; ? LEHD -X PARP
Caspasa 10 IEAD /A; *; SQT D/V IEAD -X FLIPL
Caspasa 13                 ? ? ?
a: La secuencia de la izquierda corresponde al procesamiento de activación inicial en el carboxilo terminal de
la subunidad grande; la segunda se cuencia es la  región do nde se pro duce la pro teolisis que elim ina el fragmen to
de unión que  conecta las d os subunid ades (*no h ay fragmento  de unión); la se cuencia de  la derecha corresponde
con la zona del procesamiento del prodominio. ?: desconocido. -: no publicad o. (Adap tada de E arshaw y col.,
1999).
Además, existen mecanismos específicos de regulación. Por ejemplo, se ha descrito la
existencia de una familia de proteínas denominada IAPs (Inhibitor-of-Apoptosis Protein)
capaces de unirse e inactivar a distintas caspasas. En la actualidad, se conocen 5 miembros de
esta familia en mamíferos (cIAP-1, cIAP-2, XIAP, NAIP y la survivina) (Deveraux y Reed,
1999). Asimismo, a través de la vía de señalización de los receptores de muerte, la activación
de las caspasas puede ser regulada por FLIP (Figura 5); éste contiene la región DED, lo que
le permite unirse al prodominio de la pro-caspasa 8 bloqueando su interacción con los
complejos Fas y TNFR1 e interfiriendo en el proceso apoptótico (Irmler y col., 1997;
Srinivasula y col., 1997). Por otro lado, la vía mitocondrial está regulada por la familia de
proteínas Bcl-2.
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1.4.2 Familia de proteínas Bcl-2
Existen al menos 14 miembros en esta familia de proteínas, los cuales se pueden
clasificar en dos tipos según promuevan el proceso de muerte celular (Bax, Bak, Bcl-XS, Bad,
Bid, Bik y Hrk) o lo bloqueen (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Bfl-1, Brag-1, Mcl-1 y A1). La
característica estructural común de estas proteínas es la presencia de regiones homólogas Bcl-2
denominadas BH (BH1-BH4). Así, los dominios BH1 y BH2 se encuentran presentes en todas
estas proteínas. Sin embargo, BH4 está presente exclusivamente en la subfamilia
antiapoptótica y la secuencia del dominio BH3 es diferente en las proteínas pro- y anti-
apoptóticas (Konopleva y col., 1999; Hengartner, 2000). Estas regiones determinan la
capacidad para interaccionar entre ellos, formando homo- y heterodímeros, o con otras
proteínas no relacionadas. Sin embargo, el efecto ejercido sobre el proceso de apoptosis parece
no correlacionarse con el número y tipo de heterodímeros, sino con los niveles libres de Bax
y Bcl-2 (Motyl , 1999). 
Los efectos de prevención de apoptosis ejercidos por Bcl-2 y de promoción por Bax son
dependientes de su interacción con membranas. Por ello, la mayor parte de estas proteínas
poseen un dominio carboxilo terminal transmembrana (excepto Bid y Bad) que facilita su
inserción en membranas intracelulares (la cara externa de la membrana mitocondrial, el
retículo endoplásmico y la envoltura nuclear). La similitud estructural de Bcl-XL con los
dominios de formación de poros de la toxina de la difteria y de las colicinas A y E1, sugiere
que Bcl-XL y otros miembros de la familia pueden regular la apoptosis a través de la formación
de poros (Muchmore y col., 1996). En este sentido, se ha descrito que Bcl-2 puede regular el
flujo de protones para mantener el potencial de membrana mitocondrial en presencia de
estímulos que provocan una disminución de este potencial (Shimizu y col., 1998). La
inducción de apoptosis implica que la proteína Bax citoplasmática migra y se une a la
membrana mitocondrial, lo que da lugar a la formación de poros que incrementan la
permeabilidad mitocondrial y permiten la liberación de los factores apoptogénicos (AIF,
citocromo c, calcio, especies reactivas de oxígeno, etc.). El mecanismo que media los efectos
de Bcl-2 parte probablemente de su situación en la membrana externa mitocondrial. En esta
posición previene de la incorporación de Bax e impide la liberación de factores que
desencadenarían el proceso apoptótico (Konopleva y col., 1999).
1.4.3 Apoptosis y cáncer
Las alteraciones en la regulación del programa de apoptosis son un denominador común
de un gran número de enfermedades, pudiendo darse tanto un exceso como una deficiencia de
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apoptosis. En el caso de las células tumorales, la progresiva adquisición de una resistencia a
la inducción natural de apoptosis va asociada al establecimiento del fenotipo maligno. Un gran
número de datos bibliográficos apoyan este hecho (Jäättelä, 1999; Ravi y col., 2000). Así,
durante la transformación del epitelio del colon hacia carcinoma se detecta un progresivo
bloqueo en la inducción de apoptosis a medida que se incrementa la malignidad del tejido
(Bedi y col., 1995). Estos cambios normalmente se traducen en alteraciones en los niveles de
expresión de las distintas proteínas que regulan o participan en el proceso de apoptosis,
fundamentalmente de proteínas de la familia Bcl-2 (Krajewski y col., 1999). Asimismo,
alteraciones en la expresión de proteínas de la familia Bcl-2 en ciertos tumores se han
correlacionado con la resistencia a quimioterapia (Minn y col., 1995; Wyllie, 1999).
1.5 PROTEÍNAS DE CHOQUE TÉRMICO
Las células de los organismos reaccionan ante estímulos que supongan un estrés para la
célula, ya sea de tipo físico-químico (hipertermia, estrés oxidativo, radiaciones ultravioletas,
etc.) como fisio-patológico (fiebre, infecciones, metabolitos tóxicos, malignización, acúmulo
de proteínas anormales, etc.) (Schlesinger y col., 1990; Fuller y col., 1994). Estos estímulos
inducen una respuesta protectora que, según la complejidad del sistema, involucra distintos
procesos; la célula protege, por una parte, su dotación genética (reparación nucleotídica en
eucariontes) y, por otra, las estructuras proteicas que la integran. Es la denominada respuesta
de choque térmico o respuesta al estrés (Heat Shock Response o Stress Response)
(Morimoto y col., 1994). Ésta consiste en una reprogramación rápida y transitoria de las
actividades celulares para asegurar la supervivencia durante el período de estrés, protegiendo
a los componentes esenciales y permitiendo un rápido reestablecimiento de las actividades
celulares normales durante el período de recuperación. Este proceso es el resultado de la
expresión inducida de diversos genes, entre cuyos productos se encuentran las denominadas
proteínas de choque térmico (Heat Shock Proteins, HSPs) (Mager y col., 1993). Estas
proteínas protegen a la célula y al organismo de dicho estrés y están encargadas de mantener
las estructuras nativas funcionales de otras proteínas que son claves para la supervivencia. La
inducción de las HSPs tiene un carácter de respuesta de emergencia, siendo rápida y masiva
(Lindquist y col., 1996).
1.5.1 Clasificación, función, estructura y regulación de las proteínas de choque térmico
Las HSPs son uno de los grupos de proteínas intracelulares más conservadas a lo largo
de la evolución (Jèrôme y col., 1993). Aunque las proteínas de choque térmico se sintetizan
en cantidades elevadas en las células agredidas, la mayoría de las proteínas de estrés se
Introducción 30
sintetizan en cantidades basales en condiciones fisiológicas normales, participando en el
control del ciclo celular, en los procesos de proliferación y diferenciación celular, etc.
(Morimoto y col., 1990;1993; Kuhl y Rensing, 2000). Tanto en condiciones normales como
durante la respuesta al estrés, las HSPs participan en el establecimiento de las interacciones
proteína-proteína requeridas en la adquisición y mantenimiento del plegamiento proteico, en
los procesos de translocación, en la prevención de la formación de agregados proteicos
inapropiados y en la degradación de proteínas (Agashe y Hartl, 2000).
Las cadenas polipeptídicas nacientes, tanto en el citosol como en la luz del retículo
endoplásmico, no se pliegan de forma inmediata; se unen a caperonas moleculares
(caperonas y caperoninas) cuya función fisiológica es la de minimizar la agregación proteica
y asegurar su correcto plegamiento y transporte (Agashe y Hartl, 2000). Esta función está
extendida entre las HSPs, pero no todas funcionan como caperonas moleculares, ni todas las
caperonas moleculares pertenecen a la clase HSPs. Las caperonas interaccionan con proteínas
cuya conformación no es la nativa con el fin de evitar la asociación intermolecular incorrecta
de cadenas polipeptídicas desplegadas que provocaría una agregación no deseada. Las
caperoninas son proteínas de la familia HSP 60/TriC, cuya función es garantizar el correcto
plegamiento de las cadenas polipeptídicas recién sintetizadas (Hendrick y col., 1993).
La superfamilia de las HSPs agrupa una serie de familias de proteínas que se clasifican
según sus masas moleculares o atendiendo a sus características funcionales. De acuerdo al
primer criterio se distinguen las familias de proteínas de masa molecular elevada, media y
pequeña. En la tabla V se recogen algunas de las principales características de estas familias
de proteínas. Con respecto a las características funcionales, las HSPs se agrupan en: 1)
caperonas o familia HSP 70, que incluye las HSPs de masa molecular elevada (HSP 110 y 90),
la familia HSP 70/DnaK y los cofactores HSP 40/DnaJ; 2) caperoninas, que incluye la familia
HSP 60/GroEL y TriC; 3) cofactores; 4) cristalinas; y 5) ubiquitinas.
La expresión de las HSPs se regula a nivel transcripcional. En eucariotas la respuesta al
choque térmico está mediada por la activación de un conjunto preexistente de factores de
transcripción de choque térmico (Heat Shock Factor, HSFs), que interaccionan con elementos
de secuencia de los promotores de genes de respuesta al choque térmico (Heat Shock promoter
Element, HSE) (Ohtsuka y Hata, 2000).  Todos los HSFs tienen dos regiones muy conservadas:
un dominio amino terminal de interacción con el DNA, y un dominio que media la
oligomerización de los HSFs. Este último está formado por un conjunto de tres héptadas
hidrofóbicas que forman una triple cremallera de leucinas. En los HSFs de los animales, existe
una cuarta héptada cerca del extremo carboxilo terminal que interacciona con las otras tres a
efectos de impedir la trimerización en condiciones basales.
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Tabla V.- Clasificación y función de las proteínas de choque térmico.
FAM ILIA FUNCIÓN
HSPs de masa molecular elevada
Familia HSP 100 Son dos familias (ocho subfamilias). En condiciones basales,
controlan el estado oligomérico de los factores de transcripción. Con
estrés, participan en la disgregación de agregados de proteínas. A
temperaturas altas, colaboran con la HSP70 en la recuperación del
sistema de splicing de mRNAs  (Vo gel y col., 1995).
Familia HSP 90 Proteínas diméricas que pueden interaccionar con co-caperonas
diferentes (Das y col.,  1998). Contienen un sitio de unión para  ATP.
Se asocian a F-actina y tubulina (Schlesinger y col., 1990).
HSP s de masa  molecula r media
Familia HSP 70/DnaK Son caperonas de estructura muy conserva da. Unen nucleó tidos, en
especial ADP  y ATP (B ukau y col., 1998). Se co nocen 4 tipos:
• HSP 73 (HSC 7 0): se sintetiza de manera const itutiva y participa
en el proceso de endocitosis (Cheetham y col., 1996).
• HSP 72 (HSP 70): se induce por estrés y participa en la activación
de genes de choque térmico y en el procesamiento y presentación
de antígenos (Manara y col., 1993).
• BiP/HSP78/GRP78: se induce por glucosa. Es respo nsable de la
supervisión del correcto plegamiento proteico antes del proceso  de
secreción (Melnick y col., 1995).
• GRP75: presente en mitocondrias y cloroplastos; actúa con TIM44
para importar p roteínas a la  mitocondria (Scheneider y col., 1994).
Familia HSP 60/GroEL Son caperon inas. Se agrup an en una se rie de famil ias con sus
correspondientes factores de cooperación (co-caperonina):
GroEl/GroES, en procariotas; HSP60/HSP10, en mitocondrias;
Cpn60/Cp n 10, en cloroplastos; T riC, en citoplasma de euc ariotas.
Presentan distintos estados conformacionales dependientes de la
hidrólisis de ATP y del acoplamiento o liberación de la co-
caperonina. Actúan co njuntamen te con las cap eronas pa ra facilitar la
maduración de las proteínas (Agashe y Hartl, 2000).
Cofactores: HSP 40/DnaJ Cofactores de la HSP 70 participan en la maduración de proteínas
(Cyr y col., 1994).
HSPs de masa molecular pequeña Familia  muy heterogénea, multiméricas, q ue contiene n una secue ncia
denominada región a-cristalina. 
HSP 27 Caperonas independientes de ATP. Diferentes isoformas por
fosforilación. Se asocia con actina bloqueando su polimerización in
vitro (Head y Goldman, 2000). Participa en la transducción de
señales (MacRae, 2000).
Cristalinas Comp onente  fundamental del cristalino. Presente en tejidos no
lenticulares. Capaces de secuestrar compuestos pro-oxidantes o de
filtrar radiacione s ultravioleta. Pueden interactuar con la actina y
modular  el ensambla je del citoesq ueleto (He ad y Gold man, 200 0). 
Ubiquitinas Marcador de degradación de proteínas (Mayer y col., 1991). La
glicocola  carboxilo-terminal se une covalentemente a  los grupos e-
amino de lisinas de las proteínas a degradar. El ATP  aporta la en ergía
necesaria para la formació n de estos enlaces.
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En humanos se conocen al menos tres familias: HSF1, HSF2 y HSF4. En estado
inactivo, HSF1 se encuentra en forma monomérica tanto en el núcleo como en el citoplasma,
mientras que HSF2 aparece en forma dimérica y se localiza en el citoplasma. La activación de
cada uno de ellos requiere su oligomerización a un estado trimérico y su relocalización al
núcleo donde se unen a los elementos de secuencia HSE (Sistonen y col., 1994). La activación
de los HSFs, que involucra factores celulares entre los que se encuentran las propias HSPs 70
y 90, regulan la activación de HSFs a través de reacciones de fosforilación que facilitan la
interacción específica con los HSEs. La HSP 70 también puede unirse a la forma monomérica
del HSF1 estabilizando su forma inactiva (Kim y col., 1995).
1.5.2 Proteínas de choque térmico y cáncer
Las alteraciones observadas en las HSPs en los procesos tumorales pueden ser de distinta
naturaleza e incluyen cambios en la expresión de HSPs concretas y/o cambios en la
localización subcelular de las mismas. La localización de HSPs en la superficie de las células
tumorales, en contraste con su localización intracelular normal [citoplasma, núcleo y orgánulos
(retículo endoplásmico, mitocondrias y cloroplastos)], ha permitido sugerir que desempeñan
un papel como antígenos tumorales o portadores de antígenos tumorales (Wells y Malkovsky,
2000). Las primeras HSPs a las que se asignó este papel pertenecen a la familia HSP 90
(Ullrich y col., 1986); se ha implicado a varios miembros de la familia HSPs 70 en distintas
etapas del procesamiento y presentación de antígenos (Wells y Malkovsky, 2000).
Por otro lado, aunque se ha sugerido que la expresión de ciertas HSPs puede servir para
evaluar el pronóstico en ciertos tumores, los datos son limitados. Además, los resultados son
frecuentemente contradictorios ya que la expresión de las HSPs depende del estímulo, del
estado fisiológico de la célula, de las características de la HSP, del tipo de tumor y del método
de detección utilizado (Sun, 1997; Sarto y col., 2000). En cualquier caso, en ciertos cánceres
humanos se han descrito alteraciones tanto en el patrón como en los niveles de expresión de
distintas HSPs (Sarto y col., 2000). Así, a modo de ejemplo, se han detectado niveles elevados
de algunos miembros de la familia HSP 90 en cánceres de mama, siendo indicativos de un mal
pronóstico (Jameel y col., 1992). En carcinomas colorrectales y de mama, la expresión de HSP
70 se correlaciona con un bajo grado de diferenciación y un mal pronóstico (Lazaris y col.,
1995; 1997), mientras que en carcinoma renal está asociada con un pronóstico favorable
(Santarosa y col., 1997). La HSP 27 puede servir como marcador intrínseco de las células
tumorales (Fuller y col., 1994). Altos niveles de HSP 27 han sido detectados en algunos
cánceres de mama y de endometrio, observándose una correlación entre la sobreexpresión de
esta proteína y el potencial metastásico y tumorigénico (Ciocca y col., 1993). Las HSPs 27 de
células tumorales son idénticas a las de células normales excepto en sus patrones de
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fosforilación. Dos isoformas, ninguna de las cuales es constitutiva y que sólo difieren en sus
patrones de fosforilación, se han encontrado en el tejido linfoide de pacientes con leucemia
linfoblástica aguda (Têtu y col., 1992). Además, la existencia de diferentes patrones de
fosforilación se ha relacionado con la resistencia o susceptibilidad a fármacos
quimioterapéuticos (Ciocca y col., 1993). 
Otra vía por la que las HSPs pueden influir en los procesos tumorales es su capacidad
para interaccionar con los productos de los proto-oncogenes y genes supresores de tumores
(Fuller y col., 1994). La HSP 70, en algunos tumores, colocaliza con c-myc y v-myc, lo que
sugiere que la HSP 70 podría regular la actividad de estas proteínas manteniéndolas en una
conformación inactiva. Asimismo, estas proteínas están implicadas en la regulación de la
expresión de la HSP 70; en particular, c-myc puede activar el promotor del gen hsp 70 en
humanos (Kingston y col., 1984). Otro ejemplo, lo constituyen las HSPs que tienen capacidad
para unirse, en células tumorales, tanto a la forma mutada como normal de la proteína p53
modulando sus efectos biológicos en la célula (Sun y col., 1997). Esta interacción no es
general, y la unión de HSP a p53, mutada o no, depende tanto del tipo celular como de la
mutación. Altos niveles de la proteína p53 en células de carcinoma gástrico humano se han
correlacionado con altos niveles de la HSP 70, sugiriendo que estas proteínas pueden formar
complejos protegiendo la conformación nativa de p53 e incrementando su vida media y su
función (Goto y col., 1999).
1.5.3 Proteínas de choque térmico y apoptosis
En los tumores, los cambios en la expresión de diferentes HSPs pueden tener
implicaciones en el proceso de apoptosis (Arrigo, 2000; Creagh y col., 2000). Aunque las
HSPs se sintetizan durante la proliferación celular, muchos estímulos que causan muerte
celular pueden también inducir su expresión. La inducción de HSPs en este contexto puede
ser parte de mecanismos de defensa celular (Trump y col., 1992). La principal función de las
HSPs en un ambiente de estrés es proporcionar protección a la célula. Cuando el agente
estresante es eliminado, las células continúan sus funciones normales y los niveles de HSPs
descienden a los basales. Sin embargo, si el estrés se incrementa, la presencia de HSPs puede
no ser capaz de proteger a la célula y, entonces, el programa de apoptosis se activa. Si los
niveles de estrés aumentan descontroladamente la muerte por necrosis llega a ser el principal
mecanismo de muerte celular (Chien y Branemark, 1999). Hay numerosas evidencias que
apuntan a que la inducción de HSPs coincide con la adquisición de tolerancia a altas dosis de
estrés, el cual, de otra manera, podría ser letal para la célula (Samali y Cotter, 1996). La
apoptosis inducida por hipertermia o por retirada de factores de crecimiento parece estar
inhibida en células termotolerantes, sugiriendo un posible papel de las HSPs inducibles en los
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mecanismos de resistencia (Samali y Cotter, 1996; Chen y col., 1999). Existen también
evidencias que indican que las células transfectadas con las HSPs, o que sobreexpresan estas
proteínas, llegan a ser más resistentes a los efectos citotóxicos de algunos fármacos
anticancerígenos que, en otras circunstancias, inducirían apoptosis (Oesrerreich y col., 1993).
El mecanismo por el que las HSPs pueden proteger a las células de la apoptosis no se
conoce, pero se ha sugerido que podría estar implicada la propia función de las HSPs, de
estabilización y plegamiento correcto de proteínas. La supresión de la agregación de la actina
por las HSPs es de especial importancia porque la G-actina es un potente inhibidor de la
DNAsa I, enzima que parece estar implicada en la fragmentación del DNA durante la
apoptosis (Ucker y col., 1992). Otro efecto antiapoptótico de las HSPs puede ser la protección
de la cromatina frente a ataques por proteasas y nucleasas inducidas en la apoptosis. Varios
agentes estresantes pueden inducir el desplegamiento de proteínas intracelulares incluyendo
las proteínas de la cromatina. Así, se ha observado que la HSP 70 se transloca al núcleo
durante el estrés sirviendo como estabilizador de la estructura de la cromatina (Chen y col.,
1999). Por otro lado, las HSPs pueden participar de manera directa en el proceso de apoptosis.
Así, se ha descrito que la HSP 70, al igual que Bcl-2 y Bcl-XL, puede bloquear la apoptosis
inducida por una variedad de iniciadores (Samali y Orrenius, 1998). También se ha sugerido
un papel para las HSPs de masa molecular pequeña interfiriendo en la apoptosis inducida por
TNFa y ligandos de Fas (Arrigo, 2000).
1.6 TRANSPORTE FACILITADO DE GLUCOSA
La D-glucosa es la principal fuente de energía de la mayoría de los organismos. Además
de ser un excelente combustible, es un precursor extremadamente versátil capaz de
transformarse en una gran cantidad de intermediarios metabólicos, que son materiales de
partida necesarios para numerosas reacciones biosintéticas. Al tratarse de una molécula polar,
no puede ser captada por la célula mediante difusión a través de la membrana plasmática, sino
que es necesaria la actuación de transportadores específicos. En células epiteliales polarizadas
del intestino delgado y en los túbulos proximales del riñón, existe un cotransportador Na+/
glucosa dependiente de energía denominado SGLT1 (Olson y Pessin, 1996). Este transportador
utiliza el gradiente electroquímico del sodio para transportar glucosa en contra de un gradiente
de concentración, siendo el responsable de la captura en el intestino delgado de la glucosa y
de la galactosa de la dieta, así como de la reabsorción en la nefrona de la glucosa de la orina.
A diferencia de la limitada localización tisular de los transportadores SLGT1, la familia
de proteínas que median el transporte facilitado de glucosa (GLUTs) está ampliamente
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distribuida (Olson y Pessin, 1996; Smith, 1999). Los GLUTs actúan como reguladores del
movimiento de glucosa entre el espacio extracelular e intracelular, asegurando un suplemento
constante de glucosa circulante para el metabolismo celular. Tienen una alta
estereoespecificidad permitiendo un transporte bidireccional a través de un mecanismo de
difusión facilitada a favor de un gradiente de concentración de glucosa. En mamíferos se
conocen hasta nueve miembros de esta familia, que comparten una gran similitud de
secuencia, aunque sólo cuatro de ellos se han descrito como auténticos transportadores de
glucosa. El número que se les ha asignado (GLUT 1-9) hace referencia al orden cronológico
de aparición en la literatura. Difieren entre ellos en la dinámica del transporte del azúcar y en
su distribución tisular. En la tabla VI se recoge un resumen de las principales funciones
atribuidas a cada uno de los GLUTs, así como su localización tisular.
Tabla VI.- Localización y función de los transportadores de glucosa.
NOMBRE LOCALIZACIÓN FUNCIÓN
GLUT 1 Ampliamente distribuido en tejidos
fetales y de adulto. Eritrocitos,
células endoteliales.
Transp orte basal de glucosa y aporte suplementario a
células en proliferación. Transporte a través de barreras
tisulares (Mueckler y col., 1985).
GLUT 2 Hepatocitos,  células pancreáticas,
células absortivas del intestino y del
riñón.
Transp ortador de baja afinidad. Transporte
transepitelial.  Participa en el sistema de control de
niveles de glucosa en sangre (Orci y col., 1989).
GLUT 3 Tejido neuronal, corazón, placenta
e hígado.
Transp orte basal de glucosa (alta afinidad),
especialm ente en zonas donde la concentración de
glucosa es baja (Gould y col., 1991).
GLUT 4 Adipocitos,  células de músculo
esquelético y cardiácas.
Incremen ta el transporte de glucosa en respuesta a
insulina (Baron y col., 1988).
GLUT 5 I n t e s t i n o  d e l g a d o  y r i ñ ó n.
Espermatozo ides.
Absorción intestinal de fructosa (Burant y col., 1992).
GLUT 6                         - Es  un  pseudogén que  no  es  exp resado a n ivel d e
proteína (Smith, 1999).
GLUT 7 Retículo  endoplásmico de células
hepáticas.
Forma complej os con la  glucosa-6-fosfatasa. Media el
flujo a través de la membrana del retículo endoplásmico
(Waddell y col., 1992).
GLUT8 Testículo y, en menor cantidad, en
músculo  esquelético, corazón,
intestino delgado y cerebro.
Su expresión  en testículo hum ano se sup rime por
tratamiento con estrógenos (Doege y col., 2000).
GLUT9 Riñón, hígado y otros tejido s. Descrito  a partir de la secuencia del cDNA humano
(Phay y col., 2000).
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Estructuralmente, los GLUTs son glicoproteínas integrales de membrana que pertenecen
a una superfamilia de proteínas implicadas en el transporte de hexosas y otros compuestos
hidrocarbonados (Marger y Saier, 1993). La principal característica de estas proteínas es la
presencia de 12 segmentos transmembrana en a-hélice, donde los extremos amino y carboxilo
terminales se localizan intracelularmente (Bell y col., 1993). Originalmente, se propuso que
los segmentos transmembrana se estructuraban de modo que daban lugar a la formación de un
poro con un interior polar (Mueckler y col., 1985); estudios cinéticos posteriores mostraron
que el transporte de glucosa no se ajustaba del todo a este modelo. Otros estudios sugieren que
el transporte de las moléculas de hexosa al interior de la célula se lleva a cabo por unión de
la molécula a la cara externa del transportador que, inmediatamente, sufre un cambio
conformacional y transporta el azúcar al interior de la célula (Olson y Pessin, 1996).
En lo que respecta a la regulación de estas proteínas, los aspectos mejor conocidos son
los relativos a los GLUT1 y GLUT4, por un lado porque se expresan en tejidos sensibles a
insulina y, por otro, porque han sido los más estudiados. Así, los niveles del GLUT1 se
modifican tras tratamiento con numerosos agentes, tales como ésteres de forbol, suero, TNFa,
butirato, insulina, glucosa y por ciertos oncogenes (Liong y col., 1999; Ito y col., 2000).
Distintos estudios sugieren que, si bien la glicosilación no es indispensable para la actividad
transportadora de los GLUTs, ésta juega un importante papel en el mantenimiento de una
conformación de gran afinidad por glucosa, y consiguientemente, incrementa la actividad
transportadora (Ahmed y Berridge, 1999). Los niveles de GLUT4 están regulados por insulina;
esta hormona provoca una redistribución del transportador intracelular hacia la membrana
plasmática. La contracción muscular o agentes como el cAMP y los ésteres de forbol influyen
también en su expresión (Mueckler, 1994). GLUT2 se induce por glucosa y, a diferencia de
GLUT4, los niveles de GLUT2 disminuyen por insulina mientras que los de GLUT5 no se
afectan (Mueckler, 1994).
1.6.2 Transportadores de glucosa y cáncer
La adquisición del fenotipo tumorigénico va acompañado de una transición desde un
metabolismo aeróbico a uno anaeróbico (a pesar de la presencia de oxígeno) y podría estar
causado por los fuertes requerimientos energéticos que presentan las células tumorales
(Warburg, 1956; Dang y col., 1997). De este modo, las células tumorales exhiben un
incremento en la glicolisis comparado con el de células normales. Este incremento, a su vez,
se refleja en una inducción de enzimas glicolíticas y una expresión anormal de GLUTs (Smith,
1999). Estudios comparativos de cortes histológicos de tejido normal y tumoral muestran, de
manera general, una fuerte sobreexpresión de GLUT1 en las células transformadas (Noguchi
y col., 2000). Aunque en menor medida, GLUT3 también se sobrexpresa en numerosos tejidos
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tumorales y su presencia puede ser indicativa de estados más agresivos y posteriores a la
expresión de GLUT1 (Binder y col., 1997); no obstante, otros estudios indican que la
expresión de GLUT3 en tejido colónico normal es similar a la del tejido transformado
(Noguchi y col., 2000). En lo que se refiere a GLUT2 y GLUT5 los resultados también son
contradictorios (Binder y col., 1997; Grover-McKay y col., 1998) . En lo que respecta a
GLUT4, éste no suele detectarse en tejido tumoral aunque recientemente se ha observado una
mayor expresión de este transportador respecto a GLUT1 en tumores gástricos (Yokomori y
col., 1999).
La expresión mayoritaria de GLUT1 y GLUT3 en gran número de tumores puede tener
una gran importancia in vivo. Así, la expresión de transportadores de alta afinidad por la
glucosa podría conferir una ventaja selectiva de las células malignas ya que, a pesar de tener
una actividad metabólica alta, normalmente se encuentran en un ambiente con restricciones
nutricionales. En este contexto, estudios llevado a cabo en cortes histológicos de la secuencia
adenoma-carcinoma de colon, muestran un incremento en la expresión de GLUT1 en las
etapas más tardías de la secuencia y su expresión se correlaciona con la aparición de nódulos
linfáticos (Younes y col., 1996). De este modo, la sobreexpresión de GLUT1 en las etapas más
avanzadas se explicaría por los mayores requerimientos energéticos de los carcinomas más
agresivos. Como se ha comentado anteriormente, la N-glicosilación regula la actividad
transportadora de los GLUTs y, por tanto, puede jugar un papel esencial en la carcinogénesis.
Así, distintos estudios sugieren que incrementos en el grado de glicosilación de GLUT1
pueden estar implicados en la adquisición de un fenotipo tumorigénico (Ahmed y Berridge,
1999).
1.7. METALOPROTEINASAS DE LA MATRIZ
 
La integridad de la matriz extracelular se encuentra sometida a un estricto control para
mantener el equilibrio dinámico entre la síntesis y la degradación de la misma y así asegurar
el buen funcionamiento de tejidos y órganos. En lo que respecta a la degradación, las células
elaboran una batería de enzimas capaces de degradar los distintos componentes de la matriz
tales como metaloproteinasas de matriz (MMPs) y serín-, cisteín- y aspartil-proteasas (Stetler-
Stevenson, 1996; Liaw y Crawford, 1999). De entre todas ellas, las MMPs juegan un papel
muy relevante en los procesos de degradación de la matriz extracelular (Stetler-Stevenson,
1996; Kugler, 1999), participando en diversos procesos fisiológicos (inflamación, desarrollo
embrionario, remodelación ósea, reparación de heridas, etc.) y contribuyendo al fenotipo de
numerosos estados patológicos asociados con una degradación progresiva de la matriz
extracelular (osteoartritis, aterosclerosis, procesos tumorales, etc.). 
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1.7.1 Clasificación
Inicialmente, la denominación para cada MMP se fue asignando según su especificidad
por el sustrato. A medida que el número de miembros de la familia con similar especificidad
fue aumentando, se hizo necesario simplificar la nomenclatura. Para ello, Okada y col. (1986)
propusieron una nomenclatura que fue actualizada por Nagase y col. (1992). De acuerdo con
ella, se denominan según las siglas MMP (Matrix MetalloProteinase) seguido de un número
que corresponde al orden en el que se han ido descubriendo. La clasificación y las principales
características de estas proteasas se recogen en la tabla VII. Actualmente, en vertebrados se
han descrito desde la MMP-1 hasta la MMP-24, sin embargo, el número no es indicativo de
los distintos tipos de MMPs ya que la MMP-4, -5 y -6 estaban duplicadas y, recientemente,
han sido eliminadas de esta clasificación (Nelson y col., 2000). 
En general, se suelen establecer cuatro subgrupos, atendiendo a la preferencia general
por el sustrato y a sus características estructurales. Estos subgrupos son: colagenasas
intersticiales, gelatinasas, estromelisinas y metaloproteinasas de membrana; existen otros
miembros que todavía no se han incluido en ningún subgrupo.
1.7.2 Estructura de las metaloproteinasas de matriz
La mayor parte de las MMPs han sido clonadas y secuenciadas. De la comparación de
las secuencias y de los estudios estructurales mediante cristalografía de rayos-X y RMN, se
ha comprobado que poseen una estructura característica formada por diferentes dominios
funcionales. En la figura 6 se recogen las características estructurales de estas proteínas, así
como las principales diferencias entre los distintos subgrupos. Tras la eliminación del péptido
señal, la enzima se secreta en forma latente debido a la existencia de un propéptido de 80
aminoácidos situado en el extremo amino terminal. La cisteína presente en esta secuencia se
encuentra formando un enlace de coordinación covalente con el átomo de zinc del dominio
catalítico, siendo ésta la causa principal de la inactivación (Holz y col., 1992). En el dominio
catalítico, formado por 70 aminoácidos, destaca una secuencia altamente conservada
(HEXGHXXH) que corresponde con el sitio de unión de zinc (Browner y col., 1995). Además,
existe un sitio de unión de dos iones Ca2+, región muy conservada e importante para el
mantenimiento de la estructura. En el extremo carboxilo terminal, formado por unos 200
aminoácidos, se encuentra el denominado dominio hemopexina. Éste está constituido por 4
repeticiones en tándem homólogas a las existentes en la hemopexina y en la vitronectina. En
la frontera de este dominio, una cisteína establece un puente disulfuro con otra cisteína cercana
al carboxilo terminal, lo que le confiere una estructura característica a esta zona de la molécula
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Tabla VII.- Metaloproteinasas de matriz: principales sustratos e inhibidores.
ENZIM A
 
M M P
 latente/
activa (kDa) SUSTRATOS [INHIBIDOR ES]
COLAGENASAS
Colagenasa  intersticial MM P-1 55/45 Colágenos I, II III, VII, VIII, IX y gelatina.
Entactina, tenascina, agrecano. MMP-2,
MMP-9. [TIMP-1>TIMP-2]
Colagenasa  de neutrófilos MM P-8 75/58 Colágenos I, II, III, VII, V III, X y gelatina.
Agrecano
Colagenasa 3 MMP-13 60/48 Colágeno I. MMP-13
GELATINASAS
Gelatinasa A MM P-2 72/66 Colágenos I, IV, V, VII, X , XI. MMP-9.
Fibronectina, laminina, agrecano, elastina.
[TIMP-2>TIMP-1; TIMP-4]
Gelatinasa B MM P-9 92/86 Colágenos IV,V, ge latina. Entactina,
agrecano y elastina. [TIMP-1>TIMP-2]
ESTROMELISINAS
Estromelisina-1 (ST1) MM P-3 57/45 Colágenos II, III, IV, V, IX , X, X  y
gelatina. Fibronectina, laminina, tenascina,
agrecano, elastina. MMP-1, MMP-7, MMP-
9 y MMP-13. [TIMP-1>TIMP-2]
Estromelisina-2 (ST2) MMP-10 57/44 Colágeno IV, V, gelatina. Fibronectina,
agrecano y elastina MMP-1.
Estromelisina-3 (ST3) MMP-11 51/44 "2-macroglobulina
Matrilisina MM P-7 28/19 Colágeno IV, X  y gelatina. Fibronectina,
laminina, tenascina, entactina, agrecano y
elastina. MMP-1, MMP-2 y MMP-9.
MMPs DE MEMBRANA
MT -MM P-1 MMP-14 66/60 Colágeno I, II, III y gelatina. Elastina,
fibronectina, vitronectina y proteoglicanos.
MMP-2 y MMP13. [TIMP-2, TIMP-3]
MT -MM P-2 MMP-15 72/? Gelatina, fibro nectina , tenasc ina. MM P-2
MT -MM P-3 MMP-16 64/52 Colágen o III, fibrone ctina. MM P-2
MT -MM P-4 MMP-17 ?/? MM P-2
OTRAS MMPs
Metaloelastasa MMP-12 54/45/22 Colágeno IV y gelatina. Fibronectina,
elastina, laminina, proteoglicanos
- MMP-18 55/? Pseudogén
- MMP-19 58/? Gelatina, tenascina (débil) y agrecano
Enamelisina MMP-20 ?/? Amelogenina
- MMP21-24 ?/? ?
Para las últimas MMPs descritas aún no se conocen parámetros moleculares ni, en algún caso, los sustratos sobre
los que actúan, ya que su existencia se ha  descrito a partir del cDN A correspond iente. [ ] Inhibidores.
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(Birkedal-Hansen y col., 1993). Este dominio contribuye a determinar la especificidad por el
sustrato y está implicado en la unión a los inhibidores específicos de las metaloproteinasas
(Murphy y col., 1992; Sánchez-López y col., 1993). Entre los distintos subgrupos de estas
enzimas existen pequeñas diferencias estructurales que se recogen en la figura 6B.
1.7.3 Regulación de las metaloproteinasas
La síntesis y la activación de las metaloproteinasas de la matriz se encuentran
sometidas a un control estricto que se ejerce principalmente a tres niveles: a) a nivel
transcripcional, la expresión de la enzima puede ser inducida o reprimida, b) la enzima se
sintetiza bajo la forma de zimógeno por lo que se requiere una etapa de activación proteolítica,
y/o c) la interacción con inhibidores específicos (TIMP: Tissue Inhibitor Matix
metalloProteinase) modula la actividad de estas proteasas. Tanto la síntesis de las MMPs
como su activación y la expresión de los TIMPs se encuentran sujetas a una gran variedad de
estímulos bioquímicos (Borden y Heller, 1997; Murphy y col., 1999).
Regulación de la expresión
En los tejidos, la expresión de la mayor parte de las MMPs es baja, siendo inducida
cuando se requiere una remodelación de la matriz extracelular. Las señales reguladoras actuan
fundamentalmente a nivel transcripcional aunque también existe evidencia de una modulación
de la estabilidad del mRNA (Borden y Heller, 1997; Westermarck y Kähäri, 1999). Multitud
de factores participan en este proceso: citoquinas, hormonas polipeptídicas y esteroídicas,
productos de oncogenes y promotores tumorales, componentes de la matriz extracelular como
el colágeno de tipo I o la osteonectina, etc. (Sciavolino y col., 1994; Gohji y col., 1994). El
efecto de los múltiples estímulos depende del tipo célula y produce una selectiva o coordinada
producción de las MMPs y de sus inhibidores. Se ha observado también que un mismo factor
puede regular de forma diferente a las MMPs con una especificidad por el sustrato similar.
Así, por ejemplo, la MMP-9 responde a citoquinas y a factores de crecimiento mientras que
la MMP-2 sólo se induce ligeramente (Mauch y col., 1994). Estos mediadores pueden ser
sintetizados por las propias células tumorales o bien éstas pueden inducir a las células del
estroma a sintetizar estos factores u otras MMPs (Chaudhry y col., 1993).
Del estudio de la secuencia de los promotores de distintas MMPs se ha deducido que
ciertos sititos de unión de factores de transcripción son claves en esta regulación. Así, aunque
no son los únicos, tanto los factores de transcripción AP-1 como los ETS juegan un papel
clave en la expresión de los genes de las distintas MMPs (Borden y Hellen, 1997;
Westermarck y Kähäri, 1999).
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Figura 6.- Estructura de las metaloproteinasas de la matriz.
En la parte A  de la figura se muestran los principales dominios estructurales de las MMPs y las principales
diferencias entre los distintos miembros de las MM Ps. En la parte B  de la figura se recoge un esquema de los
mecanism os de activa ción prop uestos para  estas enzimas . 
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Por otro lado, la actividad de estos factores de transcripción se regula por reacciones
de fosforilación en las que participan las proteína quinasas activadas por mitógeno (MAPKs),
por lo que estas quinasas están implicadas en la regulación de la expresión de distintas MMPs
(Westermarck y Kähäri, 1999).
Activación de la proenzima
Las MMPs se secretan siempre en forma latente y sólo se activan en el momento en
que son requeridas. La activación es compleja y ocurre a través de un mecanismo en la que una
cisteína actuaría a modo de interruptor (cysteine switch mechanism) (Murphy y col., 1999). De
acuerdo a esta teoría, un residuo de cisteína del propéptido de la enzima (secuencia
PRCGXPD) mantiene el estado latente de la enzima por coordinación directa con el átomo de
zinc del centro activo (Figura 6B). La interrupción de esta interacción inicia una cascada de
eventos que alteran la conformación de la proteína conduciendo, en último término, a la
ruptura del propéptido con la consiguiente activación enzimática. Tanto si la interacción se
rompe in vivo o in vitro, por tratamiento térmico o mediante el empleo de agentes específicos
de grupos SH [iodoacetato, acetato 4-aminofenilmercúrico (APMA), glutation oxidado] o
inespecíficos (agentes caotrópicos, oxidantes, etc.), el proceso se produce en dos etapas
(Figura 6B). En primer lugar se obtiene una forma intermedia en la que se genera el sitio de
activación final que será roto tras una segunda etapa proteolítica (Nagase, 1997; Murphy y
col., 1999).
Para la activación in vivo de estas MMPs se han propuesto cuatro mecanismos: a)
activación extracelular de MMPs por otras proteasas distintas; b) activación extracelular de
MMPs por otras MMPs; c) activación intracelular de MT-MMP y de estromelisina -3 por
furina, y d) activación asociada a membrana de MMP-2 en la que participan la MT-MMP y
el TIMP-2 (Corcoran y col., 1996; Nagase, 1997; Murphy y col., 1999).
Formación de complejos TIMP-MMP
La familia de los inhibidores tisulares de las MMPs (TIMPs) desempeña un importante
papel en el mantenimiento de los niveles de las MMPs activas. Se han descrito cuatro tipos
de estos inhibidores, conocidos como los TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 y TIMP-4 (Brew y col.,
2000). Los TIMPs de mamíferos son moléculas que presentan dos dominios: una región amino
terminal (150 aminoácidos) y una región carboxilo terminal (65 aminoácidos), cada una de
ellas estabilizada por tres puentes disulfuro (Bode y col., 1999). El alto grado de divergencia
de secuencia entre los 4 TIMPs sugiere que, probablemente, difieran en propiedades
funcionales. Sin embargo, aunque los diferentes TIMPs se unen fuertemente a la mayor parte
de las MMPs, formando complejos de alta afinidad, no covalentes, y de estequiometría 1:1,
existen ciertas diferencias en lo que respecta a su especificidad. Así, en la tabla VII se recoge
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la especificidad de cada uno de estos inhibidores en el bloqueo de la actividad de las distintas
MMPs. A modo de ejemplo, los TIMP-2 y TIMP-3 pero no el TIMP-1 son inhibidores
efectivos de las metaloproteinasas de membrana mientras que exclusivamente el TIMP-3
inhibe a la enzima convertidora del TNF-a. Por otro lado, la interacción de TIMP-1 y TIMP-2
con MMP-2 es muy diferente (Brew y col., 2000). También pueden actuar como factores de
crecimiento y la presencia de TIMP-2 es esencial para la activación de la MMP-2 por MT-
MMP1 (Sato y Seiki, 1996).
1.7.4 Metaloproteinasas de matriz y progresión tumoral
La matriz extracelular constituye la principal barrera para el crecimiento tumoral y los
procesos de invasión y metástasis. Actualmente, existen evidencias de que los tumores
malignos utilizan las MMPs para sobrepasar estas barreras. Estudios comparativos de la
actividad o síntesis de las MMPs en líneas celulares procedentes de lesiones tumorales en
diferentes estados de progresión permiten concluir, en general, que el incremento en la
actividad o en la síntesis de novo de las MMPs se puede asociar principalmente con estadíos
avanzados de numerosos tipos de cáncer (Nelson y col.,  2000; McCawley y Matrisian, 2000).
Así, por ejemplo, se han encontrado líneas celulares procedentes de melanomas avanzados que
son positivas para gelatinasa B (MMP-9) en un 100% de los casos (MacDougall y col., 1995).
Sin embargo, líneas celulares procedentes de melanomas tempranos son negativas en la
expresión de esta enzima. Un caso similar se ha observado con la matrilisina, la cual no se
expresa en la mucosa normal del colon mientras que en carcinomas gástricos y de colon existe
una expresión elevada de la misma (Yamamoto y col., 1994). Del mismo modo, la expresión
de estromelisina 3 en carcinomas de mama se detecta en estadíos avanzados (invasión y
metástasis) por lo que se ha sugerido que niveles elevados de estromelisina 3 son un factor de
pronóstico poco favorable para la supervivencia (Rouyer y col., 1994; Ahmad y col., 1998).
Las MMPs no sólo facilitan el paso de las células tumorales a través de las barreras
tisulares degradando la matriz extracelular sino que median otros efectos. Se han descrito que
pueden participar en la formación de nuevos vasos (angiogénesis), participando en la
remodelación de la matriz extracelular que debe acompañar a la génesis de los nuevos
capilares que irrigan al tumor en formación (Sang, 1998). Además, en la proteolisis de los
componentes de la matriz extracelular se forman fragmentos que pueden tener propiedades
biológicas nuevas (Giannelli y col., 1997) o liberarse factores de crecimiento que se
encontraban almacenados por interacción con moléculas de la matriz extracelular (Imai y col.,
1997). También pueden actuar sobre proteínas que no forman parte de la matriz extracelular
(las propias MMPs, integrina b4, E-cadherina, etc.) modulando, por ejemplo, la capacidad de
adhesión durante la progresión tumoral (von Bredow y col., 1997)
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Muchas de las evidencias definitivas del papel de las MMPs en los procesos tumorales
provienen de estudios de modulación de la expresión de TIMPs (Kähäri y Saarialho-Kere,
1999; Bode y col., 1999). De hecho, el balance entre las MMPs activadas y los TIMPs
determina la actividad proteolítica total y la degradación de la matriz extracelular. Alteraciones
en este balance en favor de un exceso de degradación, estaría asociada con múltiples
alteraciones patológicas, entre ellas los procesos tumorales (Curray y Murray, 1999). En este
contexto, en los últimos años se han diseñado y se están utilizando distintos inhibidores
sintéticos de estas actividades proteolíticas para ser utilizados en terapia antitumoral (Belotti
y col., 1999).
1.8 ANÁLISIS PROTEÓMICOS
En 1995 fue descifrado por primera vez el código genético completo del organismo
Haemophilus influenzae (Fleischmann y col., 1995). Desde entonces otros genomas se han
elucidado y está casi concluido el humano (International Human Genome Sequencing
Consortium, 2001). Sin embargo, el conocimiento integral de la Biología Molecular Celular
debe continuar con la asignación de productos proteicos para cada gen componente de un
genoma concreto. A partir de esta idea surge el Proyecto Proteoma, cuyo principal objetivo es
la caracterización rápida de productos génicos para su asignación al gen correspondiente
previamente estudiado o nuevo. El término proteoma apareció en la literatura en 1995 y hace
referencia al “complemento total proteico de un genoma” (Wasinger y col., 1995). Hay que
tener en cuenta que descifrar el conjunto total de proteínas codificadas por un genoma entraña
serias dificultades, ya que es improbable que todo el genoma se exprese a la vez en un mismo
instante. Por otro lado, las técnicas que se utilicen deben asegurar una reproducibilidad y tener
la resolución y sensibilidad suficientes para detectar proteínas cuyo número de copias es bajo.
Teniendo en cuenta estos hechos, el análisis proteómico va a depender del diseño experimental
y será necesario examinar múltiples estados fisiológicos, tanto in vivo como in vitro, de tal
modo que se obtenga la expresión completa del genoma de un organismo.
Dada la complejidad del sistema a estudiar, se requiere disponer de técnicas
experimentales adecuadas capaces de separar con alta resolución los distintos componentes
del conjunto proteico (como es el caso de la electroforesis bidimensional) y de sistemas de
identificación de proteínas fiables, de alta sensibilidad y rápidos.
Electroforesis bidimensional
Los estudios proteómicos se han desarrollado asociados al perfeccionamiento de las
técnicas de electroforesis bidimensional, descrita en primera instancia por O’Farrell (1975).
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El fundamento de esta técnica se basa en la separación de una mezcla compleja de proteínas
en función del punto isoeléctrico (primera dimensión), seguido de otra separación en función
de la masa molecular (segunda dimensión). En la primera dimensión se consigue una
focalización isoeléctrica basada en la migración de las proteínas a través de un gradiente de
pH continuo hasta alcanzar el punto donde la carga neta de la proteína es cero. El gradiente
de pH se genera bien por una mezcla de anfolitos que se mueven libremente en una matriz de
acrilamida, o bien por inmovilinas unidas covalentemente a una matriz del mismo tipo. Esta
constituye la principal diferencia entre la electroforesis bidimensional tipo IEF (IsoElectric
Focusing) y la tipo IPG (Inmobilized pH Gradients) (Dunn y Corbett, 1996). Se ha
desarrollado también la electroforesis bidimensional tipo NEPHGE (Non Equilibrium pH
Gradient Electrophoresis) cuya utilización se restringe a la resolución de proteínas básicas
(O’Farrell y col., 1977). A pesar del creciente uso de la electroforesis IPG, por la mayor
reproducibilidad de las separaciones, la utilización de este método conlleva distintos
problemas: precipitación de las inmovilinas, pérdida de proteínas durante el proceso de
equilibrado y una peor resolución debido a la alta concentración de proteínas en las zonas de
focalización (Humphery-Smith y col., 1997). La separación en la segunda dimensión se realiza
de acuerdo con el protocolo habitual de electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia
de SDS. Únicamente, hay que tener en cuenta que existe una relación lineal entre el tamaño
del gel y el número de manchas (proteínas) que se resuelven. Por tanto, cuanto mayor sean las
dimensiones del gel mejor resolución se obtiene (Humphery-Smith y col., 1997).
Detección e identificación de manchas
La eficacia de la detección de las proteínas a separar depende de la elección del agente
utilizado para la tinción y de la sensibilidad del mismo. Se utilizan diversos métodos, como
la tinción con azul de Coomassie, la tinción con nitrato de plata, la utilización de sondas
fluorescentes, la autorradiografía, la fluorografía, etc. 
El sistema de captura de la imagen obtenida tras la tinción o procesamiento del gel
puede ser determinante en la obtención de los datos; para ello se han desarrollado distintos
programas informáticos. Además, las imágenes computerizadas constituyen una herramienta
útil para generar bases de datos que permiten comparar resultados obtenidos bajo diferentes
estímulos y condiciones, o bien relacionarlas con las obtenidas por otros laboratorios. Se han
creado numerosas bases de datos, entre ellas una dedicada a células de colon normal y
transformado (www.ludwig.edu.au), que permite seguir las variaciones en el patrón de
proteínas durante las distintas etapas de la progresión tumoral. De hecho, se han identificado
distintas proteínas que podrían estar implicadas en este proceso (Reid y col., 1995) aunque el
número de proteínas catalogadas es reducido en comparación con otros bancos de datos (por
ejemplo, el de proteínas de Drosophila Melanogaster).
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El análisis comparativo de las imágenes obtenidas tras el desarrollo y tinción de la
electroforesis bidimensional es de gran utilidad, ya que se pueden establecer comparaciones
entre la migración de una proteína desconocida con la de otra conocida. Sin embargo, son
necesarias otras técnicas específicas complementarias para la identificación inequívoca de cada
mancha. Se utilizan distintas técnicas como la inmunodetección, la microsecuenciación de
proteínas, el análisis de aminoácidos y más recientemente, se han incluido distintos tipos de
espectroscopía de masas automatizadas para la identificación de un elevado número de
proteínas por día.
Utilidad de los análisis proteómicos
Enumerar las aplicaciones que hoy en día tienen los estudios del proteoma supondría
la descripción de numerosos análisis que se realizan en áreas de investigación muy diversas.
A modo de ejemplo, estos estudios contribuyen al conocimiento de las variaciones proteicas
acontecidas durante los procesos de desarrollo de distintos organismos, los cambios ocurridos
durante la proliferación y diferenciación celular, permiten la identificación de nuevas
proteínas, el seguimiento de los cambios en la expresión temporal de proteínas o bajo distintos
estímulos, modificaciones post-traduccionales como respuesta a determinadas condiciones
ambientales, etc. (Ji y col., 1993; Mivechi y col., 1994; Santarén y García-Bellido, 1996;
Rodríguez y col., 2000). Además, cabe señalar, en relación a este trabajo, que son de gran
utilidad en los estudios sobre la progresión tumoral. Así, el análisis comparativo del proteoma
de células tumorales con el de las correspondientes células normales permite recoger en una
única imagen el conjunto de proteínas cuya expresión se induce, se reprime o se modifica
durante la transformación maligna. La identificación posterior de estas proteínas puede
permitir tener una visión conjunta y rápida de marcadores tumorales. De este modo, en un
futuro y basándose en este análisis, podrían seleccionarse y prescribirse posibles tratamientos
terapéuticos de manera individualizada. Estudios actuales con carcinomas colorrectales
persiguen la identificación de posibles marcadores de la progresión tumoral. Así, de la
comparación de las electroforesis bidimensionales de las proteínas de tejidos procedentes de
criptas, pólipos y tejido tumoral, se han identificado distintas proteínas que podrían estar
implicadas en la carcinogénesis colorrectal (Stulík y col., 1999; Cole y col., 2000; Minowa y
col., 2000).
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El balance entre los procesos de proliferación, diferenciación y apoptosis resulta clave
en el mantenimiento estructural y funcional de los distintos tejidos de un organismo, entre
ellos, el epitelio del colon. Cuando estas células epiteliales escapan a la regulación de estos
procesos, adquieren la capacidad de proliferar descontroladamente induciéndose la formación
de tumores. Son muchos los factores implicados en la tumorigénesis, desempeñando la dieta
un papel importante sobre todo en el cáncer de colon. En este contexto se puede destacar al
butirato, sustrato energético para los colonocitos, que regula diversas funciones celulares y que
se ha descrito como un potencial agente terapéutico y protector frente al cáncer colorrectal.
Las células BCS-TC2, establecidas a partir de un adenocarcinoma de colon humano,
son de  naturaleza epitelial, presentan heterogeneidad morfológica, y una tumorigenicidad
prácticamente nula. Tienen un grado de diferenciación bajo, que recuerda las características
del tumor primario del que derivan, presentando capacidad para diferenciarse in vitro. El
butirato provoca alteraciones morfológicas y bioquímicas sobre estas células, que están en
estrecha relación con la inducción de procesos de diferenciación y apoptosis,
 Teniendo en cuenta estos antecedentes, se plantean los siguientes objetivos:
C El butirato, in vivo, controla los procesos de proliferación, diferenciación y apoptosis
del epitelio del colon. Dado que la sensibilidad de distintos tipos de células a este
agente es muy variable se plantea profundizar en los mecanismos de inducción de
diferenciación y apoptosis ejercidos por el butirato en las células BCS-TC2. 
C A pesar de los efectos anti-proliferativos del butirato, éste puede actuar como promotor
del crecimiento tumoral ya que algunas células pueden escapar a su control. Por ello,
se plantea determinar si existen células resistentes a la acción del butirato,
establecerlas en cultivo y analizar su capacidad tumorigénica. Asimismo, se
estudiará si la resistencia a butirato es debida a la pérdida de su capacidad para
incidir sobre la diferenciación celular y/o en la de inducción del proceso de
apoptosis.
C El establecimiento de células resistentes a la acción del butirato constituiría un modelo
adecuado para estudiar las posibles alteraciones fenotípicas que pudieran dar cuenta
de la inhibición de la apoptosis,  así como para determinar si este bloqueo es sólo
debido a los efectos de este ácido graso o a otras formas de inducir muerte celular.
MATERIALES
Y
MÉTODOS
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3.1 LÍNEAS CELULARES
Los estudios recogidos en esta Memoria se han realizado con las células BCS-TC2
procedentes de un adenocarcinoma primario de colon humano poco diferenciado (Turnay y
col., 1990). Estas células, de naturaleza epitelial, crecen adheridas al soporte de cultivo y
tienen una capacidad tumorigénica prácticamente nula. En los estudios con esferoides, se han
utilizado también las células BCS-TC3, obtenidas a partir de las células que se desprendían
de los explantes de los que se aislaron las células BCS-TC2. Presentan capacidad para crecer
en suspensión formando esferoides de manera espontánea (Turnay, 1989; López de Silanes y
col., 1998). Se han utilizado, además, otras sublíneas celulares derivadas de las células BCS-
TC2 por selección in vivo con componentes de la matriz extracelular, y que difieren en su
capacidad tumorigénica (López-Conejo y col, 1996; López-Conejo, 1997). Las principales
características de estas células se recogen en la tabla VIII. Por otra parte, las células HT1080
proceden de un fibrosarcoma humano y presentan un fenotipo tumorigénico intrínseco (ATTC,
Ref CCL 121. ATCC: American type culture collection; CCL: Certified cell lines)
Tabla VIII.- Características de las células BCS-TC2 y de las distintas sublíneas celulares.
Células Origen Cariotipo Tumorigenicidad Diferenciación
BCS-TC2 Adenocarcinoma de
colon humano poco
diferenciado
46XX
+der(15)
+der(16)
5(82) 6% +
BCS-T C2.1 Tumores inducidos en
ratones atímicos tras
inyección subcutánea de
células BCS-TC2 en
presencia de matrigel
46XX
+der(15)
+der(16)
+der(9)
6(8) 67% -
BCS-T C2.2 Tumores inducidos en
ratones atímicos tras
inyección subcutánea de
células BC S-TC2 .1
46XX
+der(15)
+der(16)
+der(9)
8(8) 100% -
BCS-TC2.FN Tumores inducidos en
ratones atímicos tras
inyección subcutánea de
células BCS-TC2 con
fibronectina
46XX
+der(15)
+der(16)
+der(9)
8(8) 100% +++
BCS-TC2.FNH Tumores inducidos en
ratones atímicos tras
inyección en bazo de
células BCS-TC2 con
fibronectina
46XX
+der(15)
+der(16)
+der(9)
8(8) 100% +++
La tumorigenicidad se ensaya mediante inyección subcutánea de 106 células en ratones atímicos, y se expresa
como incidencia total y como porcentaje. El grado de diferenciación se ha evaluado comparando el grado de
polarización, mediante  microscopía electrónica de transmisión , y la actividad de fosfatasa alcalina. Se asigna (+)
a las células parentales, de manera que (-) indica menor y (+++) mayor grado de diferenciación.
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3.2 MÉTODOS DE CULTIVO CELULAR
Todas las operaciones que se describen a continuación se han realizado en condiciones
estériles y en cámara de flujo laminar vertical (BV-30/70; Telstar). El material de plástico
estéril utilizado para los cultivos celulares es de la casa Costar y Sarstedt. El material de vidrio
y algunas disoluciones salinas, como el tampón fosfato salino (PBS: KH2PO4 1,4 mM,
Na2HPO4 7 mM, NaCl 130 mM, KCl 5 mM, pH 7,4), se esterilizan en autoclave (Presoclave
75, Selecta) a 120°C durante 20 minutos. 
El medio de cultivo empleado es medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) y
suplementado con 4,5 g/l de glucosa y 110 mg/l de piruvato (Sigma). Para su preparación, el
sólido se disuelve a una concentración de 13,53 g/l en agua ultrapura (Milli-Q, Millipore)
autoclavada, adicionándose bicarbonato sódico a una concentración final 3,7 g/l. Tras su
completa solubilización, el pH del medio se ajusta a 7,1. Este valor se encuentra 0,3 unidades
de pH por debajo de lo deseado ya que el pH se eleva durante el proceso de filtración. El
medio se esteriliza inmediatamente por filtración a través de filtros de 0,22 mm (Sartolab P
Plus, Sartorius). El suero fetal bovino, la mezcla penicilina/estreptomicina (20000 U/ml y
20000 mg/ml, respectivamente) y la disolución de glutamina (200 mM) son de Bio-Whittaker;
la tripsina-EDTA es de Biological Industries.
3.2.1 Cultivo celular y subcultivos
Las células se cultivan de forma rutinaria en medio DMEM suplementado con un 5%
(v/v) de suero fetal bovino, 50 U/ml de penicilina, 50 mg/ml de estreptomicina y L-glutamina
2 mM (medio completo) y se mantienen a 37°C en una atmósfera saturada de humedad
compuesta por un 95% de aire y un 5% CO2 (incubador de CO2 de Nuaire, modelo DH
Autoflow). La metabolización del medio de cultivo se controla diariamente por observación
visual del color del medio (que contiene rojo fenol como indicador de pH). El estado de la
monocapa celular se examina a diario mediante microscopía de contraste de fase (microscopio
de óptica invertida Nikon TMS). El medio de cultivo se cambia habitualmente cada dos o tres
días en función de su grado de metabolización o del estado de las monocapas celulares. Las
células se subcultivan cuando su número por superficie de crecimiento es lo suficientemente
elevado o cuando las células han alcanzado la confluencia. El término confluencia hace
referencia a aquellos cultivos en los cuales las células se han multiplicado hasta ocupar toda
la superficie útil del soporte sobre el que están creciendo.
Para proceder al subcultivo, la capa celular se lava con PBS y las células se liberan de
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la superficie de crecimiento por tripsinización con una disolución de tripsina (1:250) al 0,05%
(p/v) y EDTA al 0,02% (p/v) en PBS. El cultivo celular se mantiene a 37°C, controlándose el
proceso de liberación de las células de la superficie de cultivo por observación al microscopio.
Cuando las células se encuentran en suspensión, se añade medio de cultivo completo con el
fin de inactivar la tripsina con el inhibidor de tripsina presente en el suero fetal bovino. De esta
manera, se evitan los posibles daños celulares que una exposición excesiva a la enzima podría
originar.
La suspensión celular obtenida se centrifuga a 1500 rpm (centrífuga Christ Labofuge
I, Heraeus) durante 5 minutos y el sedimento se resuspende en el volumen apropiado de medio
de cultivo completo. Las células se siembran en nuevos frascos de cultivo para su propagación,
o bien se preparan para los distintos tipos de ensayos. El recuento celular se efectúa en una
cámara de Neubauer (Brand). La suspensión celular homogénea se deposita en ambas cámaras
del hemocitómetro con la ayuda de una pipeta Pasteur. A continuación, se procede al recuento
del número de células al microscopio calculándose, mediante las conversiones pertinentes, el
número de células por mililitro de la suspensión original.
3.2.2 Conservación de los cultivos celulares
Para la conservación del cultivo celular, las células se tripsinizan al final de la fase
exponencial y se recogen por centrifugación, como se ha descrito en el apartado anterior. Las
células se resuspenden en medio de cultivo DMEM sin suplementos y con suero fetal bovino
al 20% (v/v); posteriormente se añade dimetilsulfóxido (DMSO) al 10% (v/v) como agente
criopreservante. La suspensión se transfiere a viales estériles de polipropileno de 2 ml de
capacidad. Las suspensiones celulares se congelan disminuyendo la temperatura
paulatinamente a una velocidad de 1°C/min utilizando un recipiente de plástico con alcohol
isopropílico (Nalgene) para que, al depositarlo en un congelador de -80ºC, la temperatura
descienda a la velocidad requerida. Posteriormente, los viales se transfieren a un contenedor
con nitrógeno líquido (-196°C; recipiente Locator 8, Thermolyne) donde las células se
almacenan durante períodos prolongados de tiempo con una pérdida de viabilidad celular
relativamente baja. 
El proceso de descongelación se realiza de forma rápida sumergiendo el vial en un baño
de agua a 37°C. Una vez descongelado, el contenido de los mismos se transfiere a tubos de
centrífuga preparados con 10 ml de medio de cultivo completo para rebajar la concentración
del DMSO, agente que puede resultar tóxico para las células. Posteriormente, las células se
recogen por centrifugación y se resuspenden en medio de cultivo completo a la densidad
requerida para su siembra en las correspondientes botellas o placas de cultivo.
Materiales y Métodos 53
3.2.3 Tratamiento con butirato
Para el tratamiento con butirato, se prepara una disolución stock de butirato (Sigma)
40 mM disuelto en medio DMEM completo y se esteriliza por filtración con filtros estériles
de 0,22 mm de diámetro de poro. En cada ensayo se añade el volumen adecuado de la
disolución stock para alcanzar la concentración final de butirato deseada. En el tratamiento con
butirato a largo plazo, las células se mantienen en presencia continuada con el agente,
tripsinizando las células una vez que se alcanza la confluencia, en las mismas condiciones que
se han descrito anteriormente. Finalmente, las células se siembran de nuevo en presencia del
agente a la densidad celular requerida para cada experimento. 
3.2.4 Tratamiento con glucosa
Se siembran las células en placas de cultivo en medio DMEM completo. Al tiempo de
proliferación adecuado, se retira el medio y se cambia por medio completo sin glucosa
(Seromed) a la que se adicionan distintas cantidades de una disolución de glucosa (Merck) a
20 mM, preparada en medio DMEM sin glucosa y esterilizada a través de filtros de 0,22 mm
de diámetro de poro, hasta conseguir la concentración final requerida. Según el experimento,
se adicionan también distintas cantidades de una disolución de butirato 40 mM preparada en
idénticas condiciones que la glucosa hasta obtener la concentración final requerida.
Terminados los distintos tiempos de incubación, se retira el medio recogiéndose las células
liberadas; la monocapa se lava 3 veces con PBS frío y las células se raspan y se recogen por
centrifugación. El sedimento celular se resuspende en 1 ml de tampón Hepes 25 mM, pH 7,4,
sacarosa 225 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, aprotinina 2 mg/ml y leupeptina 1 mM. La
suspensión se pasa 10 veces por una aguja de 0.5 x 16 mm y se procede a obtener los extractos
celulares, o a aislar las membranas celulares, como se recoge en el apartado correspondiente.
3.2.5 Obtención y crecimiento en esferoides
La inducción de la formación de esferoides se basa en la adaptación a un crecimiento
en suspensión cuando las células se siembran sobre sustratos no adherentes. Para ello, entre
105-106 células se resuspenden en 15 ml de medio completo y se siembran en una placa Petri
de 10 cm previamente recubierta con un lecho de 10 ml de agar (Difco) al 1% (p/v) en medio
completo sin suero. Los cultivos se incuban en las condiciones habituales y, cuando se observa
la formación de los esferoides, las células individuales o muertas se eliminan por repetidos
cambios de medio después de sedimentar los esferoides.
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Estudios de crecimiento y adhesión de los esferoides
Para evaluar el crecimiento de los esferoides, éstos se siembran individualmente en
placas de 24 pocillos y se analiza la evolución de su tamaño. Los esferoides se miden usando
un ocular calibrado (Olimpus) en un microscopio de óptica invertida (Nikon TMS-F). El
tamaño promedio se calcula utilizando la fórmula (a x b)½ siendo a, el diámetro mayor del
esferoide, y b, el diámetro perpendicular. Las medidas de los esferoides se realizan cada 2-3
días. Este ensayo permite evaluar, asimismo, la capacidad de adhesión al plástico de cultivo
de los esferoides formados.
3.2.6 Estudios de hipertermia y choque térmico
En cada experimento, y previamente a ser sometidas a los diferentes estímulos, a todas
las placas de cultivo se les cambia el medio de cultivo DMEM (medio completo) por medio
DMEM suplementado con HEPES 20 mM atemperado previamente a la temperatura a la cual
las células van a ser incubadas.
Hipertermia
Las células se trasladan desde el incubador de CO2 de crecimiento habitual a 37°C a
otro, cuya temperatura era de 42°C o 45°C, y en ausencia de CO2. Allí se las mantiene durante
1, 2, 4, 6, 8, 10 o 24 horas. En todos los experimentos se incluye una placa control tratada del
mismo modo pero incubada a 37ºC.
Choque térmico
Las células reciben el mismo tratamiento descrito en el apartado anterior, pero la
duración del estímulo a 42°C o 45°C es de 2 horas, transcurridas las cuales, las células se
trasladan a un incubador a 37°C en ausencia de CO2 para su recuperación durante períodos de
1, 2, 4, 6, 8 o 24 horas. En todos los experimentos se incluye una placa control a 37°C en las
mismas condiciones que las empleadas para el choque térmico.
3.3 MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA
3.3.1 Microscopía electrónica de transmisión
Las células se siembran en botellas de cultivo y se incuban hasta que alcanzan la
confluencia, momento en el cual se retira el medio y se lava la capa celular con PBS. Las
células se fijan in situ con una disolución de glutaraldehído al 2% (v/v) en PBS, durante 30-45
minutos a 4ºC. Tras varios lavados con PBS, las células se recogen por raspado, se centrifugan
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y se resuspenden en glucosa 0,1 M en PBS, manteniéndose en esta disolución a 4/C durante
toda la noche. A continuación, el sedimento celular se fija con tetróxido de osmio al 1% (p/v)
en agua destilada durante 30 minutos a temperatura ambiente. La deshidratación de las
preparaciones se lleva a cabo por tratamiento con disoluciones de etanol de concentraciones
crecientes (20%-100%; v/v). Posteriormente, se realiza su inclusión en Epon 812 mediante la
suspensión de las muestras en mezclas etanol:Epon con cantidades crecientes de Epon (2:1,
1:1, 1:2) y, en la última etapa, Epon al 100%, realizándose todo este proceso en la oscuridad.
La última preparación se mantiene una noche a temperatura ambiente. El sedimento celular
se transvasa a cápsulas, añadiendo nuevo Epon 812 al 100% hasta completar el volumen
adecuado. Los bloques se forman por polimerización de la resina a 70°C durante 2-3 días. Las
muestras se tallan y, posteriormente, se cortan en un microtomo con cuchilla de vidrio para
obtener cortes semifinos de 1 mm de espesor. Estas secciones se tiñen con azul de toluidina
y se observan al microscopio óptico para seleccionar las zonas donde se realizarán los cortes
ultrafinos mediante un ultramicrotomo Ultracut E (Reichert-Jung), de un grosor de 80 nm. Los
cortes se colocan sobre rejillas (trama 200) tapizadas con Formvar disuelto en cloroformo al
0,16% (v/v).
Las secciones ultrafinas se contrastan con una disolución al 3% (p/v) de acetato de
uranilo en etanol al 50% (v/v) durante 15 minutos. Tras lavar con agua destilada, las rejillas
se dejan secar al aire y se tiñen con citrato de plomo durante 7 minutos. Las muestras se
observan en un microscopio electrónico JEOL 101-O a 80 kV. El tallado de las muestras,
contraste y visualización se realiza en el Centro de Microscopía Luis Bru de la Universidad
Complutense de Madrid.
3.3.2 Microscopía electrónica de barrido de superficie
Para visualizar las células por microscopía electrónica de barrido de superficie, los
cultivos celulares se dejan crecer hasta que las monocapas se encuentren en el estado de
proliferación adecuado. En este momento, se retira el medio de cultivo y se lavan con PBS.
A continuación, las células se fijan por tratamiento con glutaraldehído al 2,5% (v/v) en el
mismo tampón, durante 30-45 minutos a temperatura ambiente. Tras lavar con PBS, las
preparaciones se deshidratan por tratamientos sucesivos con disoluciones de etanol cada vez
más concentradas (20, 40, 60, 80 y 100%). Las muestras se terminan de secar llevándolas al
punto crítico mediante un Critical Point Dryer (Balzers CPD 030) y se metalizan con oro en
un Spulter Coater (Balzers SCD 004). Las preparaciones se visualizan en un microscopio de
barrido de superficie JEOL JSM-6400 (Centro de Microscopía Luis Bru de la Universidad
Complutense de Madrid).
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3.4 TÉCNICAS ANALÍTICAS GENERALES
3.4.1 Determinación de la concentración de proteína
 La valoración de proteínas se realiza según el método de Bradford (1976). El reactivo
contiene azul de Coomassie G-250 (Merck) al 0,01% (p/v) en etanol al 4,75% (v/v) y ácido
fosfórico al 8,5% (v/v). Este método permite valorar cantidades de proteína comprendidas
entre 1 y 10 mg (100 ml de muestra más 1 ml de reactivo), o entre 10 y 100 mg (100 ml de
muestra más 5 ml de reactivo) determinándose la absorción a 595 nm en un espectrofotómetro
Beckman DU-640. La medida de absorción se puede realizar 2 minutos después de hacer la
mezcla y son estables hasta 1 hora. Las rectas de calibrado se realizan tomando albúmina de
suero bovino (Fracción V, Sigma) como patrón. El cálculo de la concentración de la disolución
de albúmina se realiza a partir del valor de absorbancia a 280 nm del espectro de la proteína
obtenido en un espectofotómetro DU-640 utilizando una cubeta de cuarzo de 1 cm de paso
óptico, siendo el coeficiente de extinción de la albúmina de 0,66 mlAmg-1Acm-1.
3.4.2 Obtención de extractos celulares
Para la obtención de extractos celulares, las células se tripsinizan y se lavan con PBS.
El sedimento celular obtenido tras centrifugación a 1.500 rpm (centrífuga Christ Labofuge I,
Heraeus) durante 10 minutos, se resuspende en el volumen adecuado de tampón de lisis [Tris
10 mM, pH 7,6, EDTA 2 mM, NaCl 140 mM, Triton X-100 al 2% (v/v), PMSF 1 mM y NEM
1 mM]. Esta suspensión celular se pasa 10 veces a través de una aguja de 0.5 x 16 mm y se
centrífuga 5 minutos a 13.000 g con el fin de eliminar ácidos nucleicos y restos celulares de
gran tamaño que no se hayan solubilizado. El sedimento se descarta y el sobrenadante se
conserva a –20ºC hasta su utilización. 
En los estudios de hipertermia y choque térmico, las células se recogen por raspado
utilizando como tampón de lisis Tris 10 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, Triton X-100 1% (v/v)
y con inhibidores de proteasas y fosfatasas [ortovanadato sódico 100 mM, NaF 1 mM, PMSF
250 mM, aprotinina al 1% (v/v)], tras lo que se procede como en el caso anterior. La
concentración de proteínas de los correspondientes extractos se determina mediante el método
de Bradford. 
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3.4.3 Aislamiento de membranas celulares
Para la obtención de membranas celulares, se parte de una placa de 10 cm de diámetro
con células en estado confluente. La placa se lava 2 veces con PBS frío y, o bien se congela
a -80ºC hasta su utilización, o bien se continúa con el protocolo de aislamiento. Se despegan
las células de la placa por raspado en 1 ml de tampón de homogeneización (Hepes 25 mM, pH
7,4, sacarosa 225 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, leupeptina 1 mM, pepstatina 1 mM y
aprotinina 0,2 TIU/ml). El extracto se pasa 10 veces a través de una aguja de 0.5 x 16 mm para
luego, posteriormente, centrifugar el homogeneizado a 4ºC durante 5 minutos a 5000 rpm. El
sedimento se descarta (fracción nuclear) y el sobrenadante se centrifuga a 150.000 g durante
90 minutos en una ultracentrífuga L5-65B de Beckman. El sobrenadante se descarta (fracción
citosólica) y se resuspende el sedimento (fracción de membranas) en 200-300 ml de tampón
Hepes 30 mM, pH 7,4. Como controles positivos se han utilizado membranas obtenidas a
partir de músculo y de cerebro de rata. Se valora la concentración de proteína por el método
de Bradford y las membranas celulares se conservan a -20ºC hasta su utilización.
3.5 TÉCNICAS ELECTROFORÉTICAS
3.5.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS
Preparación del gel
La polimerización de los geles de poliacrilamida y el desarrollo de la electroforesis se
lleva a cabo en un sistema discontinuo de acuerdo al procedimiento descrito por Laemmli
(1970). Los geles se preparan utilizando un sistema de electroforesis mini-Protean II (BioRad).
El gel separador se prepara a la concentración de acrilamida requerida [a partir de una
disolución de acrilamida al 30% (p/v) y bisacrilamida 0,8% (p/v)], en un tampón Tris 0,4 M,
pH 8,8, conteniendo dodecilsulfato sódico (SDS) al 0,1% (p/v). La polimerización se inicia
por adición de persulfato amónico al 0,045% (p/v) y N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina
(TEMED) al 0,075% (v/v), ambas concentraciones finales. Una vez polimerizado el gel
separador, se procede a la preparación del gel concentrante empleándose una disolución de
acrilamida al 4% (p/v) en un tampón Tris 120 mM, pH 6,8, con SDS al 0,1% (p/v), persulfato
amónico al 0,03% (p/v) y TEMED al 0,2% (v/v). Esta disolución se añade sobre el gel
separador y se introduce un molde para dar forma a los pocillos de aplicación.
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Preparación de las muestras
 Las muestras a analizar se resuspenden en tampón de aplicación constituido por Tris
62,5 mM, pH 6,8, SDS al 3% (p/v), glicerol al 10% (v/v) y azul de bromofenol al 0,02% (p/v)
y se desnaturalizan, previamente a su aplicación, por calentamiento a 90°C durante 5 minutos
en baño de bloque (Selecta). Las muestras reducidas se preparan del mismo modo pero con
tampón que contiene b-mercaptoetanol al 5% (v/v). 
Desarrollo de la electroforesis y detección de proteínas
Las muestras se aplican en los pocillos del gel y la electroforesis se desarrolla a
temperatura ambiente en un tampón Tris 0,025 M, pH 8,3, glicocola 0,2 M, conteniendo SDS
al 0,1% (p/v), manteniendo una intensidad de corriente constante de 25 mA por gel generada
por una fuente de tensión Bio-Rad 1000/500, y se detiene cuando la banda de azul de
bromofenol llega al final del gel. Posteriormente, los geles se tiñen sumergiéndolos durante
15 minutos en una disolución de azul de Coomassie (Brilliant Blue R-250, Merck) al 0,25%
(p/v) en metanol:ácido acético:agua (5:1:5; v/v/v). El desteñido de los geles se realiza por
repetidas inmersiones en una disolución de ácido acético al 7,5% (v/v) y metanol al 20% (v/v).
La determinación de las masas moleculares de las proteínas se lleva a cabo empleando un
patrón con proteínas (preteñidas o no) de masas moleculares conocidas (Bio-Rad).
3.5.2 Transferencia e inmunodetección (Western blot)
La transferencia electroforética se realiza básicamente según el procedimiento descrito
por Towbin y colaboradores (1979). Tras el desarrollo de la electroforesis en las condiciones
anteriormente descritas, los geles, así como las membranas de nitrocelulosa (Hybond ECL;
Amersham) y las láminas de papel 3MM Chr (Whatman), se dejan equilibrando durante 15
minutos en tampón de transferencia [Tris 48 mM, pH 9,5, glicocola 39 mM, SDS 0,0375%
(p/v) y metanol al 20% (v/v)]. El desarrollo de la transferencia se lleva a cabo utilizando un
equipo de transferencia (SV20-SDB, Sigma-Aldrich), aplicándose una intensidad de corriente
de 0,8 mA/cm2 de gel durante el tiempo necesario para conseguir la transferencia total de las
proteínas del gel a la membrana de nitrocelulosa (normalmente 1 hora).
Finalizada la transferencia, la membrana se bloquea por incubación a temperatura
ambiente durante 1 hora con PBS que contiene leche deslipidizada al 5% (p/v). A
continuación, se incuba durante 1 hora a temperatura ambiente, o bien 18 horas a 4°C, con el
anticuerpo correspondiente diluido en PBS. Posteriormente, la membrana se lava
exhaustivamente en PBS-Tween-20 al 0,05% (v/v). La incubación con el segundo anticuerpo,
anti-IgG de conejo, de ratón o de rata, obtenidos en cabra y marcados con peroxidasa, se lleva
a cabo durante una hora a temperatura ambiente en PBS a la dilución adecuada. Tras el lavado
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en condiciones idénticas a las del primer anticuerpo, el revelado se realiza utilizando el kit
comercial de ECL "Enhanced chemiluminiscence" (Amersham) basado en la emisión de luz
por la oxidación de luminol (una diacilhidrazida cíclica), en presencia de H2O2, catalizada por
la peroxidasa conjugada al segundo anticuerpo. La exposición de una película fotográfica
(Hyperfilm-ECL; Amersham) a la membrana permite la detección de las bandas proteicas
reconocidas por el anticuerpo tras el revelado de la película en una procesadora de sobremesa
Curix 60 (Agfa). Los anticuerpos y las diluciones que se han utilizado, así como la
procedencia de cada uno de ellos se recogen en la tabla IX.
Densitometrado y cuantificación 
Para poder cuantificar es necesario verificar que se ha aplicado la misma cantidad de
proteína total en todos los casos. Para ello, siempre se realiza la electroforesis de dos geles
idénticos; con uno, se lleva a cabo la inmunotransferencia, mientras que el otro se tiñe con azul
de Coomassie y se destiñe como se ha descrito anteriormente. En algunos casos, la membrana
de nitrocelulosa se divide horizontalmente para aprovechar un mismo gel y realizar la
inmunodetección de dos proteínas de muy distinta masa molecular (p.e., HSP 70 y HSP 27).
Asimismo, tras el análisis mediante inmunotransferencia de la proteína objeto de estudio, las
membranas se reutilizan empleando anticuerpos frente a proteínas no relacionadas (b-tubulina,
a-actina, vinculina o anexina V), con el fin de proceder a una normalización cuantitativa de
las bandas de proteína. La reutilización de las membranas se lleva a cabo sumergiendo la
membrana de nitrocelulosa en tampón Tris 62,5 mM, pH 6,7, SDS 2% (p/v)y b-
mercaptoetanol 100 mM durante 30 minutos a 50ºC; su eliminación y posterior lavado con
PBS (10 minutos; 3 veces) permite comenzar de nuevo el protocolo de detección con
anticuerpos a partir de la saturación con leche deslipidizada.
Las películas de ECL correspondientes a las membranas de inmunotransferencia
(original y reutilizada), así como los geles teñidos con azul de Coomassie, se digitalizan
utilizando un sistema de fotodocumentación de UVItec (Cambridge, Reino Unido) y se
densitometran utilizando el programa UVIBand V.97 de la misma compañía, que proporciona
el "volumen" de las bandas de acuerdo a la intensidad de las mismas, obteniéndose los
volumogramas. 
3.5.3 Electroforesis de DNA en geles de agarosa
Para determinar si se ha producido apoptosis, se observa si existe fragmentación en
escalera del DNA genómico, según se describe en Smith y colaboradores (1989). Las células
se tripsinizan (previamente se recogen o no las células desadheridas, según el experimento),
se  lavan dos veces en PBS, y se recogen  por centrifugación a 1.500 rpm (centrífuga Christ
Materiales y Métodos 60
Tabla IX: Anticuerpos primarios y secundarios utilizados.
ANTICUERPO Y
ANTÍGENO
CARACT ERÍSTICA S Y PROC EDENC IA
Anti-estromelisina3
Estromelisina 3
(ST3) (51 kDa) 
Anticuerpo monoclonal obtenido en rata (clon Mab 5ST-4A9). Antígeno: proteína
ST3 recombinante sin el pro-dominio. Fluido ascítico. Dilución: 1/10.000. [Dr.
Basset (IGBMC , Estrasburgo, Francia)]
Anti-Hsp27
HSP 27  (27 kDa)
Anticuerpo monoclonal obtenido en ratón. Antígeno: HSP 24 de células MCF-7.
Purificado por cromatografía de afinidad. Dilución: 1/5.000. Stressgen (SPA-800)
Anti-Hsp60
HSP 60  (60 kDa)
Anticuerpo monoclonal (clon LK-1) obtenido en ratón. Antígeno: HSP 60
recombinante humana. Fluido ascítico. Dilución: 1/5.000. Stressgen (SPA-806)
Anti-Hsp70
HSP 70  (72 kDa)
Anticuerpo monoclonal obtenido en ratón. Antígeno: HSP 70 de células HeLa.
Purificado por intercambio iónico. Dilución: 1/5.000. Stressgen (SPA-810)
Anti-Hsc70
HSC 70  
(73 kDa)
Anticuerpo monoclonal (clon 1B5) obtenido en rata. Antígeno: HSC 70 de células
CHO. Purificado por cromatografía de afinidad. Dilución: 1/5.000. Stressgen (SPA-
815)
Anti-citoqueratinas
Citoqueratinas
 (45-59 kDa)
Anticuerpo monoclonal obtenido en ratón (clon C-11); reconoce a 29 citoqueratinas
diferentes. Antígeno: preparación enriquecida de citoqueratinas obtenidas de la línea
de carcinoma epidermoide A431. Dilución: 1/4.000. Sigma (C-2931)
Anti-vimentina
Vimentina (54 kDa)
Anticuerpo monoclonal obtenido en ratón. Antígeno: vimentina de lente de ojo
porcino. Fluido ascítico. Dilución: 1/1.000. Amersham (RPN.1102)
Anti-Bcl-2
Proteína Bcl-2
 (25-26 kDa)
Anticuerpo policlonal o btenido en  conejo. A ntígeno: péptido localizado en el N-
terminal de Bcl-2  humana. P urificado p or croma tografía de a finidad. Dilución:
1/1.000. Santa Cruz (SC-492)
Anti-Bax
Proteína Bax
 (21 kDa)
Anticuerpo policlonal obtenido en conejo. Antígeno: péptido lo calizado e n el N
terminal de Bax murina. Purificado por cromatografía de afinidad. Dilución:
1/1.000. Santa Cruz (SC-526)
Anti-GLUT1
GLUT1 
(43 kDa)
Anticuerpo policlonal obtenido en conejo. Antígeno: péptido sintético
correspo ndiente  a la región C-terminal del trasportador de glucosa eritrocítico de
cerebro (477-492). Dilución: 1/4.000. Diagnostic International (RaGLUT-1)
Anti-GLUT4
GLUT4  (52 kDa)
Anticuerpo policlonal obtenido en conejo. Antígeno: oligopéptido correspo ndiente
a los 15 aminoácidos del C-terminal de GLUT4. [Dr. Zorzano  (Univ. Barcelona)]
Anti-p21
p21 (21 kDa)
Anticuerpo monoclonal obtenido en ratón. Antígeno: p21 recombinante. Purificada
de fluido ascítico por cromatografía. Dilución: 1/200. Neomarkers (MS-891-P1)
 Anti-IgG de conejo Obtenid o en cabr a. Recon oce las cad enas H y L  de IgGs de conejo. Conjugado con
peroxidasa. Dilución 1/3.000. BioRad (170-6515)
Anti-IgG d e rata Obtenido en cabra. Reconoce las cadenas H y L de IgGs de rata. Conjugado con
peroxidasa. Pierce (31472)
 Anti-IgG de ratón Obtenido en cabra. Específico en el reconocimiento de las cadenas pesadas de IgGs
de ratón. Conjugado con peroxidasa. Dilución 1/5.000. Pierce (31437X)
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Labofuge I, Heraeus) durante 10 minutos. A continuación, 106 células se resuspenden en 100
ml de tampón Tris-borato 45 mM, pH 8,0 conteniendo Nonidet P-40 al 0,25% (v/v) y EDTA
10 mM. Se añade RNasa A (EC 3.1.27.5; Boehringer Mannheim ) libre de DNasas a una
concentración final del 0,1% (p/v) y se incuba durante 1 hora en baño de bloque a 50°C.
Posteriormente se añade proteinasa K (Boehringer Mannheim) a una concentración final de
1 mg/ml y se incuba durante otra hora a 50°C. La temperatura de las muestras se incrementa
a 70°C y se añaden 20 ml de la solución de muestras [EDTA 10 mM, pH 8,0, azul de
bromofenol 0,25% (p/v), sacarosa 40% (p/v), agarosa de bajo punto de fusión (USB) al 1%
(p/v) en agua destilada] y después de 15 minutos más a esa temperatura, se aplican 25 ml de
cada muestra por pocillo en un gel de agarosa de alto punto de fusión al 2% (p/v). Para el
desarrollo de la electroforesis se utiliza un tampón Tris 40 mM, pH 8,0, acético 40 mM, EDTA
1 mM, aplicándose 40 voltios durante un mínimo de 3 horas, transcurridas las cuales el gel se
tiñe con bromuro de etidio y se observa bajo luz ultravioleta. El gel se fotografía mediante un
sistema de Polaroid (carrete 667 iso 3000/30).
3.5.4 Electroforesis bidimensional
Para la preparación de las muestras, se siembran 105 células por pocillo en placas de
cultivo de 24 pocillos en medio DMEM completo. A los 3 días, cuando el cultivo se encuentra
subconfluente, se retira el medio y se añade DMEM completo sin metionina ni cisteína (Bio-
Wittaker) y se suplementa con 200 mCi de una mezcla de metionina [35S] y cisteína [35S]
(Amersham Pharmacia Biotech). Después de una incubación con el isótopo de 2 horas a 37ºC
en la estufa de CO2, se retira el medio de cultivo y la monocapa se recoge por raspado y se
centrifuga 5 minutos a 1.500 rpm. Se valora la incorporación del isótopo a las células
utilizando un contador de centelleo Beckman LS 3801. El sobrenadante se liofiliza y se
resuspende en 200 ml de tampón de lisis (urea 9,8 M, anfolitos de pH 7-9 al 2%, NP-40 al 4%
(v/v) y DTT 100 mM). Por cada gel se aplican 106 cpm del extracto obtenido.
La electroforesis bidimensional tipo IEF (Isoelectric focusing) se realiza de acuerdo al
protocolo descrito por O’Farrell (1975) con algunas modificaciones (Santarén y col., 1998).
La separación de proteínas en la primera dimensión se desarrolla en geles de poliacrilamida
al 4% (p/v) de dimensiones 230 x 2,3 mm, que contiene anfolitos al 2% (1,6% de pH 5-7 y
0,4% de pH 3,5-10) y se le aplica un voltaje de 1.200 V durante 20 horas. La separación en la
segunda dimensión se realiza en geles de poliacrilamida al 15% (24 x 24 cm) aplicando un
voltaje de 15 mA durante toda la noche a temperatura ambiente. El gel se lava sucesivamente
con agua y con DMSO, durante 2 horas (dos lavados); a continuación, se introduce en una
disolución de 2,5-difeniloxazol (PPO) en DMSO (1:4, p/v) durante 1 hora y se lava después
con agua destilada. Finalmente, los geles obtenidos se secan y se exponen a películas de
autorradiografía (Kodak) durante distinto tiempo hasta la obtención de la señal adecuada. Los
fluorogramas se digitalizan con una resolución de 63,5 x 63,5 mm (400 dpi) con un escáner
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GT-9500 (Epson). Los datos de cuantificación se han obtenido utilizando los valores asignados
por el programa PD Quest (versión 6.2.0); para normalizar los datos entre los diferentes geles,
se ha mutiplicado el valor de cuantificación de cada proteína por el número obtenido al hacer
la media de los factores obtenidos de la normalización de los niveles de a-actina, a-tubulina
y b-tubulina entre los distintos geles.
3.6 DETERMINACIÓN DE ACTIVIDADES ENZIMÁTICAS
3.6.1 Determinación de la actividad de fosfatasa alcalina
Para la valoración de fosfatasa alcalina se sigue el protocolo propuesto por Schroy y
col. (1994). Las células tripsinizadas se siembran en placas de cultivo a la densidad celular
requerida en DMEM completo. Transcurrido el tiempo adecuado, el medio de cultivo se retira,
se lava la monocapa con PBS y se recogen las células en 200 ml de tampón Tris 2 mM, pH 7,2
conteniendo manitol 50 mM. La suspensión celular se pasa 10 veces a través de una aguja de
0,5 x 16 mm y se conserva a 4°C hasta su valoración. La actividad de fosfatasa alcalina se
determina mediante un kit (Sigma), utilizando p-nitrofenilfosfato como sustrato. Una
concentración fija de sustrato (1 ml de la solución comercial) se preincuba a 37°C durante 1
minuto en un espectrofotómetro termostatizado (DU 640, Beckman) antes de añadir 20 ml de
la muestra y medirse la absorción a 405 nm. El incremento con el tiempo de la absorbancia a
405 nm debido a la formación de p-nitrofenol es directamente proporcional a la actividad de
fosfatasa alcalina, tomándose la pendiente obtenida a los 3 minutos de incubación. Como
blanco se considera la absorción que genera 1 ml de la solución comercial en presencia de 20
ml del tampón Tris/Manitol. La actividad de fosfatasa alcalina se mide en mU por miligramo
de proteína total, siendo la unidad de actividad la cantidad de fosfatasa alcalina necesaria para
producir 1 mmol de p-nitrofenol por minuto a 37°C.
3.6.2 Determinación de la actividad de caspasas
Para evaluar la actividad de caspasas, las células se recogen por raspado y lavado en
PBS, y se lisan en tampón Tris 50 mM, pH 7,6, NaCl 150 mM, EDTA 0,5 mM, NaH2PO4 10
mM, Na2HPO4 10 mM, Nonidet P-40 al 1%, ortovanadato sódico 0,4 mM, PMSF 1 mM,
aprotinina 10 mg/ml y leupeptina 10 mg/ml, durante 30 minutos a 4/C. Tras ello, se centrifuga
a 20.000g durante 30 minutos, recogiéndose el sobrenadante y valorándose la concentración
de proteína. A 20  mg de extracto proteico se le añaden 5 volúmenes de tampón Hepes 25 mM,
pH 7,5, CHAPS al 0,1% (v/v), sacarosa al 10% (p/v), DTT 10 mM y albúmina 0,1 mg/ml. A
continuación, el extracto se incuba con 10 mM del sustrato fluorescente
acetil-DEVD-7-amino-4-metilcumarina o acetil-LEHD-7-amino-4-metilcumarina para medir
la actividad de la caspasa 3 o 9 respectivamente. Transcurrida 1 hora de incubación a 37ºC,
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la reacción se detiene por adición de tampón de HPLC [agua/acetonitrilo (75/25; v/v) y ácido
trifluoroacético al 0,1% (v/v)]. La actividad de caspasa es proporcional a la fluorescencia
emitida por el sustrato una vez procesado por la caspasa. Esta fluorescencia se determina
separando los distintos productos por HPLC en fase reversa (columna C18) y registrando la
emisión de fluorescencia a 455 nm tras excitar a 338 nm. Se llevan a cabo también
experimentos control para confirmar la linealidad de la liberación del sustrato con el tiempo
y la concentración de proteína utilizada.
3.6.3 Determinación de actividad de metaloproteinasas
La presencia de actividades degradantes de componentes de la matriz extracelular se
analiza en los medios condicionados obtenidos de los diferentes cultivos celulares.
Obtención de medios condicionados
Las células se siembran en frascos de 165 cm2 de superficie en medio de cultivo
DMEM completo. Cuando las células alcanzan un estado semiconfluente, se retira el medio
y, para eliminar los restos de suero, se lava la monocapa celular con medio de cultivo libre de
suero pero conteniendo glutamina y antibióticos a las concentraciones habituales. En estas
condiciones, se incuban las células durante 30 minutos a 37°C realizando 2 cambios de medio.
Transcurrido este tiempo, se elimina el medio y se añaden 30 ml del mismo medio de cultivo,
en presencia o en ausencia de butirato (2 ó 4 mM), incubándose a 37°C durante distintos
tiempos. Finalmente, el medio condicionado se recoge y centrifuga a 1500 rpm (centrífuga
Christ Labofuge I, Heraeus) durante 10 minutos para eliminar células que pudieran encontrarse
en suspensión. El sobrenadante se conserva a -80°C hasta su utilización.
Los medios condicionados se concentran por filtración utilizando filtros Centriplus-10
(Amicon) con un poro promedio que excluye proteínas de masa molecular superior a 10 kDa.
La concentración de proteínas se determina por el método de Bradford. Estos medios
condicionados se utilizan para detectar la actividad de MMPs mediante zimogramas, o para
analizar la presencia de estas enzimas mediante inmunotransferencia.
Gelatinograma
Los gelatinogramas se han realizado según el método descrito por Heussen y Dowdle
(1980). Se emplean geles de poliacrilamida al 10% que contienen gelatina (Sigma) al 0,1%
(p/v), en presencia de SDS al 0,1% (p/v). En cada pocillo de la electroforesis se aplican entre
5 y 40 mg de proteína procedente de los medios condicionados concentrados en presencia de
0,5 volúmenes de tampón de aplicación de muestras de electroforesis (PAGE-SDS) 3 veces
concentrado. A diferencia de lo descrito con anterioridad para la electroforesis en geles de
poliacrilamida en presencia de SDS, para llevar a cabo el gelatinograma las muestras no se
desnaturalizan térmicamente, y la electroforesis se lleva a cabo siempre en condiciones no
reductoras para permitir la posterior renaturalización de las proteínas con actividad
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gelatinolítica. Tras el desarrollo electroforético a 4°C, los geles se lavan dos veces durante 30
minutos con tampón Tris 50 mM, pH 7,4, que contiene Triton X-100 al 2,5% (p/v), con el fin
de eliminar el SDS presente en el gel. Posteriormente, se realizan dos lavados sucesivos de 10
minutos cada uno con tampón Tris 50 mM, pH 7,4, y, después, el gel se incuba durante 24-72
horas a 37ºC con tampón de incubación [Tris 50 mM, pH 7,5, NaCl 0,15 M, CaCl2 10 mM,
Triton X-100 al 0,1% (p/v), NaN3 al 0,02% (p/v)].
Los geles se tiñen con una disolución de azul de Coomassie R-250 al 0,25% (p/v) en
metanol:acético:agua (5:1:5; v/v/v) durante 3 horas a temperatura ambiente. El desteñido del
gel se realiza por repetidas inmersiones en ácido acético al 7,5% (v/v) y metanol al 20% (v/v).
Las bandas correspondientes a actividades gelatinolíticas destacan por la tinción negativa
debido a la degradación de la gelatina presente en el gel.
Caseinograma
Los caseinogramas se desarrollan esencialmente de forma idéntica a los gelatinogramas,
pero con la diferencia fundamental de la sustitución de la gelatina por b-caseína (Sigma) a una
concentración final en el gel de 0,5 mg/ml. La electroforesis se lleva a cabo con muestras
tratadas de forma similar a la descrita para el gelatinograma, así como los lavados posteriores
del gel y las condiciones de incubación y de teñido.
3.7 OTRAS TÉCNICAS Y ENSAYOS
3.7.1 Ensayo de viabilidad celular por MTT
Para la valoración de la proliferación celular, y en los estudios de viabilidad celular, se
siembran las células adecuadas para cada ensayo en soportes de cultivo en presencia de medio
DMEM completo. Para la valoración se prepara una disolución stock de bromuro de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio (MTT) a una concentración de 5 mg/ml en PBS,
esterilizándose por filtración a través de filtros de 0,22 mm de diámetro de poro. Se añade el
MTT a las células a una concentración final de 1,25 mg/ml (25 ml de disolución stock por 100
ml de medio de cultivo) y las muestras se incuban durante 3 horas en la oscuridad a 37ºC,
tiempo en el cual, la sal de tetrazolio es convertida por las deshidrogenasas mitocondriales de
las células viables en un compuesto insoluble de color púrpura. Transcurrido este tiempo, se
retira el medio de cultivo de los pocillos y se añade la cantidad necesaria de HCl 0,04 N en
isopropanol para lisar las células y disolver el precipitado. Finalmente, se registra la absorción
a 570 nm en un lector de placas Titertek Uniskan II (Cultek). Como blanco del ensayo, se
utiliza un pocillo sin células sobre el que se realiza el tratamiento anteriormente descrito.
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3.7.2 Citometría de flujo
Se siembra la cantidad adecuada de células en medio DMEM completo. Transcurrido
el tiempo requerido para cada tratamiento, las células se tripsinizan (recogiéndose o no las
células liberadas al medio de cultivo en función del ensayo a realizar) y se dejan recuperar 30
minutos a 37°C en presencia de medio DMEM completo. A continuación se centrifugan a
1.500 rpm (centrífuga Christ Labofuge I, Heraeus), se lavan con PBS y el sedimento se
resuspende en tampón (Hepes 10 mM, NaCl 150 mM, KCl 5 mM, MgCl2 1 mM y CaCl2 1,8
mM) a razón de 1x106 células por mililitro de tampón. Alícuotas de 1x106 células se incuban
con la sonda correspondiente durante 15 minutos a temperatura ambiente. Previamente a la
realización de las medidas, se añaden 100 ml de ioduro de propidio al 0,005% (p/v), para
discriminar entre células viables y necróticas. Como valor control se toma la fluorescencia
intrínseca de las células en ausencia de sonda. Las medidas se realizan en un citómetro de flujo
FACScan (Becton-Dickinson) del Centro de Citometría de Flujo y Microscopía Confocal de
la Universidad Complutense de Madrid.
Las sondas, así como las cantidades utilizadas, se recogen a continuación:
• Anexina V-FITC: la anexina V fue aislada y marcada con FITC en nuestro
laboratorio (Turnay y col., 1995; Olmo y col., 2001). Se añaden entre 1 y 2 mg de
anexina V-FITC por cada mililitro de suspensión celular.
• DCFH (acetato de 2',7'-diclorofluoresceína; Serva): se añade 1 ml de DCFH 10 mM
por cada mililitro de suspensión celular.
• Rodamina 123 (metil éster del ácido 2-[6-amino-3-imino-3H-xanten-9-il]benzoico;
Sigma): se adiciona 1 mg de rodamina 123 por cada mililitro de suspensión celular.
3.7.3 Detección de MMP-11 por RT-PCR
Los cebadores para la MMP-11 (estromelisina-3) se han diseñado según la secuencia
obtenida en el Genbank (código de acceso X57766), y fueron sintetizados por Amersham
Corp. La amplificación del mRNA de la MMP-11 utilizando el cebador sense
5'TGGGGCTGCAGCACACAACAGC (hST3-s) y el cebador antisense
5'TGGACCGGGAACCTCACCAGGC (hST3-as) da lugar a un producto de 502 pb. La
secuencia de hST3-s corresponde a los nucleótidos 671-692 del cDNA de la MMP-11, y la
secuencia del cebador hST3-as corresponde a la secuencia complementaria de los nucleótidos
1151-1172.
Aislamiento del RNA
Las células se siembran en frascos de cultivo de 165 cm2 en medio DMEM completo
y se incuban a 37°C hasta que alcanzan una densidad celular próxima a la confluencia. Las
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monocapas se lavan con PBS estéril y se raspa la superficie con una espátula de goma estéril
para levantar la capa celular. Las células se recogen por centrifugación, se lavan con PBS y al
sedimento celular se le añade tampón de lisis [tiocianato de guanidinio 4 M, citrato sódico 25
mM, pH 7,0, b-mercaptoetanol 0,1 M y laurilsarcosinato sódico al 0,5% (p/v)] a razón de 7-7,5
ml de tampón por cada 30-50x106 células. La mezcla se resuspende bien mediante 10 pases
a través de una aguja de 0.5 x 16 mm. A continuación, se añaden 4 ml de una solución de
cloruro de cesio (CsCl 5,7 M y citrato sódico 25 mM) sobre los que se deposita el
homogeneizado celular y se centrifuga a 30.000 rpm durante 18 horas a temperatura ambiente
en la ultracentrífuga L5-65B (Beckman). Se elimina el sobrenadante y el sedimento, que
contiene el RNA, se deja secar durante 10 minutos. Éste se disuelve en H2O tratada con
dietilpirocarbonato (DEPC al 0,1% (p/v) durante 18 h y posterior autoclavado) y se centrifuga
durante 1-2 minutos a 13.000 g para eliminar posibles restos de CsCl. Finalmente se transvasa
el sobrenadante a un eppendorf estéril.
Para la purificación del RNA se añaden 0,1 volúmenes de acetato sódico 3 M pH 4,8
junto con 2,5 volúmenes de etanol a -20ºC, ambos libre de RNasas, y se mantiene en estas
condiciones durante 1 hora a -20ºC. Terminada la precipitación del RNA, se centrifuga a
13.000 g durante 15 minutos a 4ºC y se descarta con cuidado el sobrenadante. Al RNA se le
añade entre 500-1000 ml de etanol frío (-20ºC) al 70% libre de RNasas y se deja en hielo
durante unos minutos. Se centrifuga de nuevo en frío a 13.000 g durante 15 minutos y se
elimina el sobrenadante. El RNA seco se disuelve en H2O-DEPC a aproximadamente 1 mg/ml,
y se conserva a -80ºC hasta su utilización. La concentración de RNA se determina registrando
el espectro de absorción ultravioleta de una dilución 1:500 de la preparación en agua destilada.
Una unidad de absorción a 260 nm corresponde a una concentración de RNA de 40 ng/ml.
Reacción de RT-PCR
La obtención del cDNA a partir del RNA de las células se lleva a cabo con el kit “1st
Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV)” de Boehringer Mannheim. 20 ml de una
mezcla de 1 mg de RNA total (previamente calentado 5 minutos a 70ºC y enfriado en hielo),
0,13 mg de oligo(dT), 20 unidades de transcriptasa inversa, 50 unidades de inhibidor de
RNasas, 1 mM de cada desoxinucleótido, MgCl2 5 mM, 2 ml del tampón de reacción ( Tris-
HCl 10 mM, pH 8,3, y KCl 50 mM) y agua estéril hasta completar el volumen, se mantienen
durante 10 minutos a temperatura ambiente y, posteriormente, la mezcla se incuba 1 hora a
42ºC. La reacción se detiene por incubación a 90ºC durante 5 minutos en la que se inactiva la
transcriptasa inversa. Finalmente, la mezcla se conserva a 4ºC hasta su utilización.
Amplificación del cDNA mediante PCR
La amplificación del cDNA se lleva a cabo con el kit “Ampli Taq Gold” de Perkin
Elmer. Se preparan 25 ml de la mezcla de reacción que contiene 1 ml del producto de reacción
de RT-PCR, 1,25 unidades de Taq Polimerasa, 200 mM de cada desoxinucleótido, 10 pmol de
cada cebador, MgCl2 1 mM, 2,5 ml del tampón de reacción (Tris-HCl 10 mM, pH 8,3, KCl 50
mM) y agua estéril hasta completar el volumen. Esta mezcla se somete durante 4 minutos a
94ºC en un Termociclador Gene Amp System-2400 (Perkin Elmer Corp), seguido de 35 ciclos
de PCR (94ºC/30 segundos, 62ºC/30 segundos y 72ºC/1 minuto). Finalmente se incuba a 72ºC
durante 5 minutos y, a continuación, se enfría en hielo. Los productos obtenidos se separan en
un gel de agarosa al 1,4% (p/v) y, para visualizar las bandas, se tiñe el gel con bromuro de
etidio y se expone bajo luz ultravioleta.
3.7.4 Determinación de la capacidad tumorigénica: estudios in vivo
Las células se recogen por centrifugación y se dejan recuperar durante una hora en
medio completo a 37°C. Posteriormente se lavan con PBS y se resuspenden a la densidad
celular requerida en medio DMEM libre de suero o en PBS. Estas suspensiones celulares (0,2
ml que contiene entre 0,5-1x106 células) se inyectan subcutáneamente en la región lumbar de
ratones machos atímicos (BALBc, nu/nu; Harlan Ibérica) de 8 semanas de edad. Se mantienen
en una cámara de flujo en condiciones estériles, recibiendo agua y comida ad libitum, y se
mantienen diariamente con un fotoperíodo de 12 horas de luz y 12 de oscuridad (Animalario
de la Facultad de Biología de la Universidad Complutense).
La evolución de los posibles tumores se sigue diariamente para determinar cuándo
comienzan a ser visibles los tumores y, a partir de ese momento, el tamaño del tumor se mide
cada 2-3 días. El tiempo de latencia se estima como el número de días necesario para obtener
tumores con 0,2-0,3 mm de diámetro. El tamaño del tumor se calcula midiendo con un calibre
las dimensiones de la masa tumoral (la media de los dos diámetros del tumor). Al finalizar el
experimento, los ratones se sacrifican y los tumores se extraen. Para cada dato puntual, se
utilizan 4 ratones por grupo y cada experimento se realiza por duplicado.
3.7.5 Desglicosilación de membranas celulares
Una vez aisladas las membranas celulares, 40 mg de proteína se resuspenden en 15 ml
de Hepes 30 mM, pH 7,4, y 40 ml de tampón [Na3PO4 137,5 mM, pH 6,1, EDTA 68,7 mM,
b -mercaptoetanol 103,1 mM, PMSF 0,13 mM, SDS al 0,06% (p/v) y N-octilglucósido al
1,37%(v/v)]. A esta suspensión se le añaden 0,2 unidades de una mezcla de endoglicosidasa
F/N-glicosidasa F de Flavobacterium meningosepticum (Boehringer) y se incuba durante 18
horas a 37ºC. La incubación se detiene por desnaturalización a 90ºC durante 5 minutos.
Finalmente , la muestra se procesa mediante Western blot utilizando el anticuerpo anti-GLUT1
a una dilución 1:4.000. El revelado se realiza mediante ECL.
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A pesar de que durante la progresión tumoral se produce una selección clonal de las
células transformadas, la mayor parte de los carcinomas de colon presentan regiones que,
histológicamente, son moderadamente diferenciadas (Laboisse, 1989). Por ello, las líneas
celulares establecidas a partir de dichos tumores son heterogéneas y pueden contener alguna
población celular con un fenotipo más diferenciado y que pueda progresar hacia la muerte por
apoptosis. Distintos estudios han puesto de manifiesto que en líneas celulares de carcinoma
y adenoma de colon, una pequeña proporción de células sufre apoptosis espontánea; además,
ésta puede ser inducida por tratamiento con butirato. En este contexto, la línea celular BCS-
TC2 se estableció a partir de un adenocarcinoma primario de colon humano. Son células de
naturaleza epitelial, poco diferenciadas, morfológicamente heterogéneas y cuya
tumorigenicidad es prácticamente nula (Turnay y col., 1990). Además, estas células retienen
la capacidad para diferenciarse in vitro; el tratamiento con butirato produce alteraciones
morfológicas y bioquímicas que están relacionadas con la inducción de los programas de
diferenciación y apoptosis en estas células (Navarro y col., 1997). 
La selección del butirato como agente inductor de diferenciación y de apoptosis se
fundamenta, como ya se ha comentado, en que su presencia es imprescindible in vivo para el
correcto mantenimiento del epitelio colorrectal, constituyendo la principal fuente de energía
de los colonocitos y participando en la regulación, diferenciación y apoptosis de estas células.
Así, el efecto antiproliferativo y apoptótico que ejerce sobre numerosas líneas celulares
tumorales ha estimulado su estudio como un potencial agente antitumoral. Sin embargo, hay
que tener cierta cautela, puesto que estudios previos sugieren que el butirato induce una menor
inhibición de la proliferación en células de carcinoma que en células de adenoma (Berry y
Paraskeva, 1988; Williams y col., 1990). Por otro lado, si el butirato es importante en el
control de la proliferación y diferenciación del epitelio del colon, es posible que alguna célula,
in vivo, pueda escapar a este control y comience a proliferar de manera descontrolada. En estas
circunstancias, el butirato actuaría como promotor del crecimiento tumoral, ya que permitiría
la expansión de los clones de células con fenotipo alterado. La existencia de líneas celulares
resistentes a los efectos antiproliferativos y apoptóticos del butirato parece que sustenta esta
hipótesis (Hague y col., 1995; Wakabayashi y col., 2000). Todo ello hace que la identificación
de los mecanismos responsables de la resistencia a butirato tenga una gran importancia ya que
podría proporcionar nuevos marcadores de la transformación maligna de adenomas
colorrectales, así como posibles dianas para el establecimiento de estrategias terapéuticas
diferentes contra el cáncer colorrectal.
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4.1 OBTENCIÓN DE LAS CÉLULAS BCS-TC2.BR2
Dado el carácter heterogéneo puesto de manifiesto por las células BCS-TC2 y la
existencia en las mismas de subpoblaciones con diferente capacidad tumorigénica (Turnay y
col., 1990; López-Conejo y col., 1996) se planteó analizar si existe una subpoblación celular
resistente a los efectos ejercidos por el butirato. Para ello, las células BCS-TC2 se han
propagado y mantenido continuamente en medio de cultivo en presencia de butirato 2 mM,
y se han analizado tanto los cambios morfológicos como la inducción de apoptosis. 
 
En la figura 7 se muestra el aspecto de los cultivos de las células BCS-TC2 durante el
tratamiento continuado con butirato 2 mM. Estas células son morfológicamente heterogéneas
y crecen formando monocapas así como multicapas (Figura 7A). La presencia de butirato en
el medio de cultivo de estas células provoca una disminución de la velocidad de proliferación
celular y cambios en su comportamiento. A tiempos cortos de tratamiento (Figura 7B) se
comienza a observar la liberación de células de la monocapa y una alteración en la viabilidad
celular. Posteriormente, a 10 días, se aprecia claramente un deterioro del cultivo, con aumento
del tamaño celular, incremento en la vacuolización, presencia de células multinucleadas, gran
liberación de células al medio de cultivo y fuerte pérdida de la viabilidad celular (Figura 7C).
Todos estas alteraciones coinciden con las observadas anteriormente cuando este tipo de
células se trata con butirato (Navarro y col., 1997), así como en otras líneas celulares
tumorales (Saito y col., 1998; Kitazono y col., 1999). Tras cuidadosos y repetidos cambios de
medio de cultivo, siempre en presencia de butirato 2 mM, el número de células liberadas al
medio comienza a disminuir. Así, a un mes de tratamiento se observa de nuevo proliferación
celular y recuperación de la viabilidad. A este tiempo es posible apreciar claramente la
existencia de dos poblaciones celulares: células de gran tamaño junto con células más
pequeñas que las células BCS-TC2 (Figura 7D). 
Cuando este cultivo alcanza la confluencia, las células se subcultivan, separándolas del
sustrato por tratamiento con tripsina, volviéndose a sembrar en presencia de butirato; la
capaciad de adhesión de las células no se modifica. Tras diversos subcultivos con tripsina, y
después de 2 meses de iniciado el tratamiento, la morfología, el comportamiento celular y la
velocidad de proliferación se estabilizan, momento a partir del cual se considera establecida
la línea celular BCS-TC2.BR2 (Figura 7E).
La inhibición de la proliferación, así como la liberación de células al medio de cultivo
tras tratamiento con butirato se consideran como signos de inducción de apoptosis en
numerosas líneas celulares (Saito y col., 1998; Kamitani y col., 1998), entre ellas las células
BCS-TC2 (Navarro y col., 1997). 
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Figura 7.- Obtención de las células resistentes a butirato sódico 2 mM  (células BCS-TC2.B R2).
Se siembran 7x105 células BCS-TC2, en frascos de cultivo de 75 cm2 de superficie, en medio DMEM completo.
Dos días después de la siembra, cuando el cultivo se encuentra en fase exponenc ial, se cambia el medio  y se
añade medio fresco que contiene butirato 2mM. El aspecto del cultivo celula r en ausencia (A) y presencia de
butirato durante 2 días (B), 10 días (C), 1 mes (D) y 2 meses (E) se sigue a través del microscopio óptico. Los
símbolos señalan detalles de algunos de los cambios morfológicos observados: aumento del volumen celular (<),
mayor vacuolización (flechas), células de gran tamaño (+) junto con células de pequeño tamaño (*). Las
fotografías se han obtenido a  20 aumentos.
Resultados y Discusión 72
Para analizar en profundidad este proceso, durante distintas etapas del establecimiento
de las células BCS-TC2.BR2 se recogieron células con el fin de evaluar, mediante distintas
técnicas, la inducción del proceso de apoptosis.
Dos de los fenómenos que se inducen durante el proceso de apoptosis son la
fragmentación del DNA y la translocación de la fosfatidilserina (PS) de la membrana
plasmática desde la cara interna hacia la cara externa. La degradación internucleosomal del
DNA en múltiplos de 180 a 200 pares de bases es debida a la activación de endonucleasas
específicas que rompen el DNA entre nucleosomas. La electroforesis en geles de agarosa del
DNA de células apoptóticas permite visualizar la disposición característica en escalera de estos
fragmentos (Wyllie, 1980). En segundo lugar, la translocación de PS hacia al exterior celular
parece que facilita el reconocimiento fagocítico de las células apoptóticas (Motyl, 1999). Esta
externalización de la PS puede ser detectada y cuantificada mediante citometría de flujo
empleando anexina V marcada con un agente fluorescente, puesto que esta proteína se une a
PS con una gran afinidad. Los resultados obtenidos, utilizando ambos tipos de técnicas, se
recogen en las figuras 8 y 9, respectivamente.
Figura 8 .- Fragmentac ión del DNA en las células BC S-TC2 y BC S-TC2.BR 2 tratadas con butirato .
Se siembran 5 x 105 células, en frascos de cultivo de 75 cm2 de superficie, en medio DMEM completo. Al cabo
de cuatro días, cuando el cultivo se e ncuentra en fase expone ncial, se cambia el medio y se añade medio fresco
con butirato 2 m M. (A) Tras dos días de tratamiento se recogen las células liberadas al medio de cultivo y las
monocapas se lavan con PBS y se recogen por raspado d e la superficie d e cultivo. (B) Células sin tratar (C) y
tratadas con butirato 2 mM durante 2, 4, 10 y 60 días. Las células, una vez lavadas con PBS, se recogen por
centrifugación. A continuación, las muestras se procesan para la obtención del DNA genómico, como se  indica
en Materiales y Métodos, y se analizan mediante electroforesis en geles de agarosa.
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Un primer aspecto a comentar es que, efectivamente, el aumento de células en el medio
de cultivo se debe a un proceso apoptótico. Así, tras 2 días de tratamiento con butirato 2 mM,
al analizar el estado del DNA de las células liberadas al medio de cultivo se detecta
fragmentación nucleosomal, mientras que no se aprecia en las células que permanecen en la
monocapa (Figura 8A). Estos resultados estarían de acuerdo con el postulado de que es
necesaria la pérdida de interacciones célula-sustrato para inducir apoptosis (Hall y col., 1994;
Williams y col., 1996). De hecho, una de las características iniciales de las células de colon
que sufren apoptosis es la desadhesión o separación de la matriz extracelular, siendo este
fenómeno bastante similar al que ocurre en el epitelio colónico in vivo. Este tipo de apoptosis,
en que la pérdida de adhesión induce muerte celular, es conocido como anoikis
(Shanmngathasan y Jothy, 2000). Sin embargo, prácticamente no se conoce nada acerca de
cómo el butirato podría inducir la apoptosis distorsionando las interacciones entre los
colonocitos y la matriz extracelular. Por otro lado, estudios previos del grupo con las células
BCS-TC2 indican que tienen poca o nula tendencia a sufrir anoikis, pudiendo crecer en
suspensión sin que se detecte la inducción de apoptosis. Esto indicaría que posiblemente la
desadhesión es una consecuencia, y no la causa, de la inducción de apoptosis.
Esto se confirma con los resultados obtenidos puesto que, al incrementar el tiempo de
tratamiento, se puede apreciar la fragmentación del DNA en las células que permanecen
adheridas, aunque la proporción respecto al DNA total no es elevada (Figura 8B). Se observa
una variación dependiente del tiempo de tratamiento. Inicialmente aumenta con el tiempo de
exposición al agente, comenzando a disminuir cuando se detecta un menor número de células
desadheridas y empieza a recuperarse la viabilidad celular. Estos resultados están de acuerdo
con los obtenidos en los estudios de citometría de flujo empleando un doble marcaje con
anexina V-FITC y ioduro de propidio (IP) para descartar las células necróticas (IP positivas)
de las células apoptóticas (anexina V-FITC positivas). En la figura 9A se muestra el diagrama
de las células BCS-TC2 sin tratar. Como se puede apreciar, existe un pequeño porcentaje de
células apoptóticas (12%), siendo este valor comparable al observado en otras células de
adenocarcinoma de colon en cultivo. Este porcentaje se incrementa de manera considerable
al tratar las células con butirato: 29% a los 2 días de tratamiento y 54% a los 10 días (Figura
9 B y C). Estos resultados confirman que una población significativa de las células adheridas
muestran signos tempranos de apoptosis como se ha observado también en otro tipo de células
(Fan y col., 1999). Finalmente, en las muestras obtenidas a los 2 meses de tratamiento (células
BCS-TC2.BR2), no se aprecian signos de fragmentación del DNA, como ocurre en el caso de
las células BCS-TC2 sin tratar (Figura 8B). El porcentaje de células apoptóticas en este caso
es del 13%, de acuerdo a su marcaje con anexina V-FITC (Figura 9D), similar al que presentan
las células BCS-TC2 control.
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Figura 9.-Externalización de la fosfatidilserina durante el establecimiento de las células BCS-TC2.BR2 .
Se siembran 106 células, en placas de 75 cm2 de superficie, en medio D MEM  completo . A los dos d ías se camb ia
el medio y se añade medio fresco en ausencia (A) o en presencia de butirato sódico 2 mM, incubándose en estas
condiciones duran te 2 días (B), 10 días (C) y 2 meses (D). Transcurrido este tiempo, las células se tripsinizan,
se lavan con PBS, resuspendiéndose en el tampón adecuado. Se preparan alícuotas de 5x105 células en 0.5 ml
de tampón y se  añade ane xina V-FIT C, proce sándose c omo se ind ica en M ateriales y M étodos. E l cuadrante
inferior derecho representa la población celular considerada como apoptótica o anexina V-FITC positiva.
4.1.1 Apoptosis inducida por butirato y actividad mitocondrial 
Durante el proceso de apoptosis se producen cambios en la mitocondria que conllevan
una dispersión/disminución del potencial de membrana mitocondrial (Q  m) (Vayssière y col.,
1994; Bedner y col., 1999). La rodamina 123 (Rd123) es una sonda lipofílica que se reparte
a lo largo de la membrana interna de la mitocondria en función de la carga. La especificidad
de la captura de esta sonda y su retención en la mitocondria se correlacionan con el potencial
presente en la membrana mitocondrial. Por tanto, durante el proceso de apoptosis su captura
o permanencia disminuirá.
Durante el establecimiento de las células BCS-TC2.BR2 se siguieron las variaciones
en el Ym mediante citometría de flujo utilizando el marcaje con la sonda Rd123 y con el ioduro
de propidio. Este tipo de marcaje se ha propuesto que permite discriminar entre células vivas,
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que se tiñen sólo con Rd123, células muriéndose o muertas, donde la integridad de la
membrana plasmática se ve comprometida (necrosis, apoptosis tardía y células con membranas
dañadas) lo que permite un marcaje interno con IP, y células apoptóticas tempranas, que se
tiñen con IP y con Rd123 (Bedner y col., 1999). Los resultados obtenidos se recogen en la
figura 10. Como se puede apreciar de la comparación de los diagramas (Figura 10 A, B y C),
la adición de butirato provoca un desplazamiento de la población celular hacia zonas con
menor fluorescencia de Rd123, siendo este efecto dependiente del tiempo de cultivo en
presencia del agente.
Figura  10.- Efec to del but irato en e l potencia l de memb rana m itocond rial de las cé lulas BC S-TC2 . 
Las células sembradas y tratadas como se indica en la figura 7 se cultivan en ausencia (A) y en presencia de
butirato 2 mM  durante 2 días (B), 10 días (C) y 2 meses (D), se recogen, se lavan en PBS y se resuspenden en
el tampón adecuado. Alícuotas de 5x105 células en 0.5 ml de tampó n se incuban con Rd123, como se indica en
Materiales y Mé todos.
A los 10 días de tratamiento se aprecia la existencia de dos poblaciones celulares,
sombreadas en naranja y verde, presentando la primera una menor incorporación de Rd123.
Para justificar este hecho es posible plantear dos posibilidades. Por un lado, al inducir
apoptosis, el butirato podría afectar la actividad mitocondrial desplazándose la población
celular hacia zonas de menor fluorescencia. Sin embargo, también se ha descrito que la
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capacidad para unir Rd123 es, en cierta medida, una característica intrínseca de las células
(Summerhayes y col., 1982; Chen y Rivers, 1990). De hecho, en células tumorales, la
retención de la sonda es mucho mayor que en células del mismo tipo no transformadas. Así,
por ejemplo, al incubar durante 10 minutos con Rd123 cultivos de explantes primarios de
epitelio colónico humano normal y de adenocarcinoma de colon, y mantener el cultivo durante
24 horas con medio fresco, sólo se aprecia fluorescencia en los explantes de adenocarcinoma
(Chen y Rivers, 1990). De acuerdo con esto, puesto que a este tiempo de tratamiento coexisten
dos poblaciones (resistente y no resistente; Figura 7C) podría ocurrir que la población
resistente tuviera un potencial de membrana inferior al de las células BCS-TC2. Por tanto, el
enriquecimiento en el número de células en la población con menor potencial puede ser
consecuencia de que se están seleccionando estas células y no un efecto directo del butirato
sobre el potencial de membrana. Esta segunda posibilidad no parece ser la correcta en este
caso puesto que, al observar el diagrama de las células BCS-TC2.BR2 (Figura 10D) se pone
de manifiesto que estas células tienen un potencial de membrana mitocondrial comparable al
de las células parentales BCS-TC2 (Figura 10A). Por tanto, de estos estudios parece deducirse
que, al inducir apoptosis en estas células, el butirato sódico afecta a la actividad mitocondrial.
Estos resultados están de acuerdo con los descritos en otros sistemas celulares, en los que se
ha descrito que el efecto ejercido por el butirato requiere que las células tengan un potencial
de membrana intacto y que el proceso de disipación del mismo es esencial para iniciar la
cascada apoptótica inducida por este agente (Fan y col., 1999; Heerdt y col., 1997, 1998,
1999). Por otro lado, también se puede deducir que diferencias en el potencial de membrana
no serían las responsables del distinto efecto ejercido por el agente en ambos tipos de células.
Uno de los múltiples procesos que se encuentran alterados al desencadenarse la
apoptosis en las células es la sobreproducción de radicales libres de oxígeno (Matés y
Sánchez-Jiménez, 2000). En este sentido, la mitocondria es la mayor fuente de aniones
superóxido; durante la reducción del oxígeno molecular a agua se estima que, entre un 1 y un
5% de los electrones se desvían de esta ruta generando superóxido (Green y Reed, 1998).
Cualquier evento que disminuya la eficacia de acoplamiento en la cadena de transporte
electrónico puede incrementar la producción de superóxido, pudiendo detectarse este
incremento mediante el empleo de la sonda fluorescente: diacetato de 2,7-
diclorodihidrofluoresceína (DCFH; Giardina y col., 1998). La DCFH es una sonda no cargada
que se introduce libremente en el interior de la célula. Una vez dentro, los grupos acetato son
eliminados por esterasas no específicas generando una molécula cargada que queda atrapada
en el interior celular. La presencia de radicales libres de oxígeno provoca la oxidación de la
sonda, dando lugar a un compuesto que emite una fluorescencia intensa a 525 nm. 
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Para verificar si la inducción de apoptosis por butirato modifica la actividad
mitocondrial y altera la producción de radicales libres de oxígeno, se ha evaluado la posible
generación de estos radicales libres durante el establecimiento de las células BCS-TC2.BR2
utilizando la sonda DCFH. Los resultados obtenidos se recogen en la figura11.
Figura 11.- Efecto del butirato en la formación de radicales libres de oxígeno en las células BCS-TC2.
Las células, cultivadas como se indica en la figura 7, en ausencia (A) y en presencia de butirato 2mM durante 2
días (B), 10 días (C) y 2 meses (D), se recogen, se lavan con PBS y se resuspenden en el tampón adecuado.
Alícuotas de 5x105 células, en 0.5 ml de tampón, se incuban con DCFH, procesándose como se indica en
Materiales y Mé todos.
En el diagrama correspondiente a las células BCS-TC2 sin tratar con butirato (Figura
11A) aparecen 2 poblaciones celulares (sombreadas en naranja y verde), siendo mayoritaria
la que corresponde a una mayor producción de radicales libres de oxígeno (población en
verde). Como se puede observar, el tratamiento con butirato incrementa la población celular
con menor fluorescencia debida a DCFH, oxidada, pasando de un13% en las células sin tratar
a un 30 y un 64%, después de 2 y 10 días de tratamiento, respectivamente. Esta población
podría reflejar el incremento en células apoptóticas o en células resistentes. Con el fin de
discriminar entre ambas posibilidades se llevó a cabo un estudio en el que se han analizado
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las células liberadas al medio como consecuencia del tratamiento con butirato. Los resultados
obtenidos se recogen en la figura 12 A y ponen de manifiesto que las células apoptóticas
aparecerían en la población de menor fluorescencia. Este resultado se verifica puesto que en
las células tratadas con butirato durante 2 meses, células BCS-TC2.BR2 (figura 11D), se
observa un perfil o distribución de fluorescencia similar al que presentan las células BCS-TC2.
Figura 12.- Formación de radicales libres de oxígeno en las células liberadas al medio y en la población
celular total de células BCS-TC2 tras tratamiento con butirato.
Se siembran 106 células en placas de cultivo de 10 cm de diámetro, en medio DMEM completo . (A) Las células
liberadas al medio d e cultivo po r el tratamiento  durante 4 días con butirato 2 mM se recogen y procesan según
se indica en la figur a 11. (B  y C) En muestras correspondientes al conjunto de células (mo nocapa y liberadas)
tratadas con butirato 2 mM, durante distintos tiempos, como se indica en la figura 11, se valora el porcentaje de
células en las pob laciones 1 y 2  (menor y m ayor oxida ción de D CFH, re spectivam ente) y la variac ión de la
intensidad media de fluore scencia de amba s poblaciones.
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La modificación observada en la producción de radicales libres parece estar en
desacuerdo con lo observado en otros sistemas donde se está produciendo apoptosis, ya que
se ha descrito que la formación de radicales libres de oxígeno suele elevarse (mayor
fluorescencia de DCFH). Sin embargo, esta producción de especies reactivas de oxígeno suele
ser causa de apoptosis o incrementarse en las etapas iniciales de este proceso, disminuyendo
en las etapas más avanzadas, cuando la célula está más dañada (Giardina e Inan, 1998). Esto
podría explicar el incremento en la población celular de menor actividad de radicales libres
de oxígeno, pudiendo tratarse de células en etapas tardías de apoptosis. Para confirmar este
hecho se han determinado los niveles de radicales libres en la población celular total
(adheridas y liberadas) a distintos tiempos de tratamiento. Puesto que se detectaban dos
poblaciones, relacionadas con una oxidación de DCFH diferente (Figura 11) se ha procedido
a cuantificar tanto el porcentaje de células presentes en cada una de las poblaciones como la
intensidad media de fluorescencia de cada una de ellas. Los resultados obtenidos se recogen
en la figura 12 B y C. Como se puede apreciar, la disminución de la población con una
fluorescencia alta para DCFH tiene lugar ya a tiempos muy cortos de tratamiento, con el
consiguiente aumento en la otra población. Sin embargo, en la figura 12 C se puede apreciar
que la intensidad media de fluorescencia de la población 2 (alto DCFH) aumenta a tiempos
cortos de tratamiento, disminuyendo después de 24 horas hasta valores similares a los de la
población inicial y permaneciendo constante después de 48 horas. Este aumento inicial en la
producción de especies reactivas de oxígeno en la población celular mayoritaria (Figura 12B,
tiempo 0) estaría de acuerdo con los datos descritos en el sentido de que el tratamiento con
butirato incrementa la generación de especies reactivas de oxígeno (Giardina y Inam, 1998;
Giardina y col., 1999).
Se ha descrito que, en determinadas circunstancias, las células no se afectan por el
butirato (Fagot y col., 1994; Tsujii y col., 1995). Asimismo, distintos estudios sugieren y
utilizan el término de “células resistentes a butirato” por comparación con otras líneas
celulares del mismo origen en las que los efectos del butirato son mas acusados, habiéndose
postulado que estas células resistentes deben haber desarrollado mecanismos que las
protegerían frente a la inducción de apoptosis (Hague y col., 1995; Wakabayashi y col., 2000;
Cahi, y col., 2000). Sin embargo, únicamente se han descrito tres líneas celulares de
adenocarcinoma de colon obtenidas por selección con butirato. Además, los protocolos de
selección son muy variables. Así, en 1984, Augeron y Laboisse consiguieron seleccionar una
línea celular diferenciada a partir de células HT-29 poco diferenciadas. Para ello trataron las
células HT-29 con butirato 5 mM durante 9 días. Trascurrido este tiempo, tripsinizaron las
células y las resembraron de nuevo en presencia del agente, manteniéndolas en estas
condiciones durante 14 días. Durante esta segunda fase observaron multinucleación, que
desapareció con la retirada del butirato del medio de cultivo. A los 10-12 días de eliminar el
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butirato observaron en el cultivo células morfológicamente distintas que aislaron e
inicialmente denominaron HT29diff (renombradas como Cl.16E). Posteriormente, Williams
y colaboradores (1990) obtuvieron las células AA/C1/SB por tratamiento de células de un
adenocarcinoma pre-maligno durante 14 días con butirato 1 mM. Finalmente, Ho y
colaboradores (1994), al tratar las células LS174T con butirato 0.5 mM durante 30 días y
posterior siembra en medio sin butirato, observaron la aparición de focos de células
morfológicamente diferentes; tras la selección de los mismos obtuvieron las células resistentes
LS174T-D. Cuando se comparan las líneas celulares resistentes a butirato, entre sí y con
respecto a sus células parentales, se observa que las principales diferencias radican en la
velocidad de proliferación y, fundamentalmente, en el grado de diferenciación, aunque no es
posible establecer un comportamiento similar entre ellas. Por ello, se procedió a caracterizar
estos parámetros en las células BCS-TC2.BR2. En la actualidad, las células se encuentran en
el subcultivo número 50, después de 2 años de propagarse en cultivo continuado en presencia
de butirato 2 mM sin que se hayan observado diferencias significativas en su comportamiento
(viabilidad, velocidad de proliferación, capacidad de adhesión, etc.), con respecto al momento
en que se consideró establecida la línea celular.
4.2. CARACTERIZACIÓN DE LAS CÉLULAS BCS-TC2.BR2
4.2.1 Estudios de proliferación celular
Al analizar, en la bibliografía, las características de distintas líneas celulares resistentes
a butirato y las de sus respectivas células parentales, uno de los procesos en los que se observa
diferencia es en la proliferación celular. Por ello, se procedió al estudio de las curvas de
proliferación de las células BCS-TC2.BR2 y de sus células parentales, tanto en ausencia como
en presencia de butirato 2 y 4 mM. En la figura 13 se recogen los resultados obtenidos en un
experimento representativo. Como se puede apreciar, la fase de latencia es ligeramente inferior
para las células BCS-TC2.BR2 (1-2 días) que para las células parentales (2-3 días). Hay que
tener en cuenta que estos valores son aproximados dado que este parámetro depende de la
densidad celular a la que se realice la siembra; al disminuir el número de células sembradas,
la duración de la fase de latencia se incrementa. La explicación a este hecho podría radicar en
que el aumento de la densidad celular provoca un incremento en la concentración de factores
de crecimiento y otros productos secretados por las propias células. Este medio enriquecido
favorecería la entrada de las células en el ciclo de división. 
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Figura 13.- Efecto del butirato sobre la proliferación de las células BCS-TC2 y BCS-TC2.BR2.
Las curvas de p roliferación, e n ausencia d e butirato  (control) y en presencia de butirato 2 y 4 mM , para ambos
tipos de células, se han obtenido sembrando 104 células por pocillo, en placas de 96 pocillos, en medio DMEM
completo. La pro liferación se valora a distintos tiempos mediante el ensayo del MT T, descrito en M ateriales y
Método s. Las barras de error corresponden a la desviación estándar de los resultados obtenidos para 8 pocillos
de cada punto  experimental, de uno d e los tres experimentos realizado s.
Del análisis de las curvas de proliferación se puede determinar que, en ausencia de
butirato, el tiempo de duplicación medio de las células BCS-TC2.BR2 es inferior al de las
células BCS-TC2. Los valores obtenidos para ambos tipos de células se encuentran en el rango
de 32-45 horas, lo que permite clasificar estas células entre las que exhiben una velocidad de
proliferación intermedia, puesto que se han descrito líneas celulares de crecimiento más rápido
como las WiDr (Noguchi y col., 1979) y de crecimiento mucho más lento como las SW1083
(Leiboviz y col., 1976) cuyos tiempos de duplicación son, respectivamente, 15 y 288 horas.
Además, este resultado coincidiría con los datos obtenidos para otras líneas celulares en
cultivo obtenidas por selección con butirato, como las células HL60 de leucemia y HT29diff
de adenocarcinoma de colon. En estos casos, los tiempos de duplicación medio son menores
que los de sus células parentales, y por consiguiente, presentan una mayor velocidad de
proliferación (Augeron y Laboisse, 1984; Yen y col., 1995). Sin embargo, no es posible
concluir que la obtención de células resistentes a butirato vaya asociada siempre a la selección
de células con una mayor velocidad de proliferación puesto que el tiempo de duplicación
medio para las células resistentes a butirato LS174T-D es casi el doble del de sus células
parentales (Ho y col., 1994). 
Cuando se analiza el efecto que el butirato ejerce sobre la proliferación de ambos tipos
de células, se observa que las células BCS-TC2.BR2 son capaces de proliferar en presencia
del agente. Aunque los cambios no son muy significativos, es posible detectar que el butirato
Resultados y Discusión 82
disminuye ligeramente la velocidad de proliferación. Por otro lado, como cabía esperar, en las
células BCS-TC2 el butirato inhibe drásticamente la proliferación celular, siendo los efectos
más acusados cuanto mayor es la concentración de agente. La disminución detectada a una
concentración de butirato 4 mM podría sugerir que predomina el proceso de muerte celular
sobre la proliferación. La inhibición de la proliferación de células tumorales por parte del
butirato es un hecho ampliamente descrito en la bibliografía, tanto para células transformadas
de colon (Schwartz y col., 1998; Harrison y col., 1999) como para células de otros orígenes
tisulares (Fagot y col., 1994; Saito y col., 1998), y va acompañada de parada del ciclo celular
en fase G1 (Siavoshian S y col., 2000). Además, el efecto sobre la proliferación de las células
BCS-TC2 no sólo depende de la concentración de agente utilizado y del tiempo de tratamiento,
sino también de cuál es el estado proliferativo en el momento en que se añade el butirato. Las
curvas de proliferación que se recogen en la figura 13 se han obtenido añadiendo el agente en
el momento de la siembra de las células. Sin embargo, si el butirato se añade durante la fase
exponencial o en los cultivos confluentes, el efecto sobre la proliferación celular es
ligeramente distinto. Su adición en fase exponencial produce un efecto más rápido,
posiblemente porque en esta fase las células están activamente dividiéndose y los mecanismos
de captura y procesamiento del butirato pueden estar más activos que en la fase de latencia.
En confluencia y en fase estacionaria, sin embargo, el efecto es más tardío. Este retraso podría
explicarse por dos hechos; por un lado, al ser menor la velocidad de proliferación sería
necesario más tiempo para observar diferencias en la misma y, por otro, se podría producir una
menor accesibilidad y disponibilidad del butirato en la fase estacionaria debido al alto número
de contactos célula-célula y al crecimiento en multicapa, lo que podría dificultar la captura del
agente.
4.2.2 Diferenciación celular
 Durante el establecimiento de células resistentes a distintos agentes, así como en
ciertos tipos de tumores, se observa que se produce una transición o un cambio desde un
fenotipo epitelial hacia un fenotipo mesenquimal (Buisson y col., 1996; Ahmad y col., 1998).
Así, en ciertos carcinomas, algunas regiones del tumor pueden adquirir características
mesenquimales y las células presentan tanto características epiteliales como fibroblásticas,
observándose la coexpresión de proteínas de filamentos intermedios tales como vimentina y
citoqueratinas (Ahmad y col., 1998). Los resultados obtenidos de la expresión de
citoqueratinas y de microscopía electrónica pusieron de manifiesto la naturaleza epitelial de
las células parentales BCS-TC2 (Turnay y col., 1990).
Naturaleza epitelial
Para analizar el fenotipo de las células BCS-TC2.BR2 se ha evaluado la expresión de
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citoqueratinas (marcador epitelial), así como de vimentina (marcador mesenquimal) mediante
transferencia electroforética e inmunodetección empleando anticuerpos específicos. Como
control positivo de células de naturaleza epitelial se han empleado las propias células BCS-
TC2 mientras que, como control de células de origen mesenquimal, se han utilizado las células
HT-1080 procedentes de un fibrosarcoma humano. Los resultados obtenidos se recogen en la
figura 14. Como se puede observar, tanto en las preparaciones de las células parentales como
en las obtenidas por tratamiento con butirato, se detectan proteínas entre 45 y 60 kDa
correspondientes a la expresión de citoqueratinas, mientras que no se observa la presencia de
vimentina en dichos extractos celulares. Sin embargo, en las células HT-1080 aparece una
banda de proteína, de masa molecular de alrededor de los 50 kDa, correspondiente a la
vimentina y no se detecta la expresión de citoqueratinas. Estos resultados, confirman, por
tanto, la naturaleza epitelial de las células BCS-TC2.BR2 y ponen de manifiesto la no
reversión a un fenotipo mesenquimal en estas células.
Figura 14.- Expresión de citoqueratinas y vimentina en las células BCS-TC2 y BCS-TC2.BR2.
La expresión  de citoque ratinas y vimenti na se analiza cargando 10 mg de proteína de los correspondientes
extractos celulares en geles de poliacrilamid a al 10% en pre sencia de SDS , desarrollándose la electrofore sis y
llevándose a cabo la inmunod etección según se describe  en Materiales y M étodos. Los anticuerpos anti-
pancitoqueratinas y anti-vimentina se emplean a una dilución 1/4.000 y 1/1.000, respectivamente, y el anti-IgG
de ratón marcado con peroxidasa a 1/5.000. El revelado se lleva a cabo empleando recativos de ECL.
Estudios morfológicos
Las características estructurales de las células BCS-TC2.BR2 se han analizado
mediante microscopía óptica y microscopía electrónica de barrido de superficie y de
transmisión. En cuanto a la organización del cultivo, en las fotografías se puede apreciar el
crecimiento en monocapa, así como su capacidad para formar multicapas como consecuencia
de la pérdida de inhibición por contacto típica de las células transformadas (Figura 15 A-C).
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Figura15 .- Microsco pía óptica y electr ónica de ba rrido de superficie d e las células.
Los cultivos celulares (A: BCS-T C2; B  y C: BCS-TC2.BR 2) se fotografían (20 aumentos) y se preparan para
microsco pía electrónica según se describe en Materiales y Métodos. Células BCS-TC2 (D  y F: barra 10 mm) y
células BCS-TC2.BR2 (E y G: barra 10 mm). Las formaciones de tipo dome se indican con flechas.
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Se puede observar que, en confluencia, la morfología de las células BCS-TC2 es poligonal,
aunque hay áreas donde aparecen algunas células alargadas que se visualizan de forma más
clara en cultivos no confluentes, y que se localizan preferentemente en los bordes de los
clones. En cultivos confluentes de las células BCS-TC2.BR2 se observan dos tipos de
poblaciones con aspecto diferente, en cuanto a tamaño y/o morfología. Predominan células
muy pequeñas, de menor tamaño que las células parentales, empaquetadas o asociadas
fuertemente que, posiblemente corresponden a formaciones de tipo dome o bóveda (Ho y col.,
1994). Éstas están rodeadas de células poligonales de mayor tamaño. Los denominados dome
son formaciones típicas de monocapas de epitelios transportadores a los que se atribuyen el
transporte de iones y de agua a través de células epiteliales polarizadas y funcionales. Se
definen como un grupo cohesivo de 30 o más células que están en diferentes planos pero
permanecen unidas a la superficie de cultivo (Mariadason y col., 2000). En cultivos muy
confluentes de células BCS-TC2.BR2 es posible apreciar estos acúmulos celulares de tipo
bóveda (Figura 15 B y C), los cuales rara vez se observan en las células parentales.
En los cultivos de las células parentales (Figura 15 D) se puede observar, en estados
no confluentes, la presencia de células redondas pero que permanecen adheridas a la
monocapa. En cultivos confluentes la morfología celular prácticamente no se delimita y se
detectan en muchas regiones multicapas (Figura 15 F). El aspecto de las células BCS-
TC2.BR2 parece más homogéneo (Figura 15 E). En confluencia, y posiblemente
correspondiendo con las regiones donde se inicia la formación de domes, se observan formas
que reflejan una elevada adhesión entre células y asociaciones en multicapa (Figura 15 G).
Los análisis de microscopía electrónica de transmisión, reflejan que las células
parentales muestran pocos signos de diferenciación. Así, en la mayor parte de estas células no
se detecta la típica polarización característica de células epiteliales diferenciadas,
observándose una morfología oval-poligonal con un núcleo grande, de forma irregular, y las
microvellosidades o proyecciones citoplasmáticas de longitud variable, repartidas a lo largo
de la superficie celular y predominando en las zonas de contacto con otras células (Figura 16
A). Las células BCS-TC2 presentan contactos célula-célula de tipo desmosoma (Figura 16 B),
característicos de las células de origen epitelial, sin embargo, el número de este tipo de
contactos celulares es bajo. 
En el cultivo de las células BCS-TC2.BR2 (Figura 17), se observan algunos signos de
diferenciación celular, sobre todo en relación con la polarización celular. Numerosas células
tienen forma alargada/columnar en la que se aprecia una distribución asimétrica, más
polarizada de los núcleos (Figura 17 A-C). 
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Figura16.- Microscopía electrónica de transmisión de las células BCS-TC2.
La preparación de las muestras se ha realizado como se describe en el apartado de M ateriales y Métodos.
Ultraestructura de las células BCS-TC2 (A: barra 2,5 mm), detalle de un desmosoma (B: barra 0,25 mm) y células
BCS-TC2 tratadas durante 15 días con butirato 2 mM(C: barra 2 mm).
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Figura17.- Microscopía electrónica de transmisión de las células BCS-TC2.BR2.
La preparación de las muestras se ha realizado como se describe en el apartado de Materiales y Métodos. Se
muestra la estructura de las células, con aparición de una morfolo gía columnar, indicándose con flechas los
filamentos intermedios. (barra 2,5 mm).
Resultados y Discusión 88
En las células epiteliales diferenciadas se pueden distinguir dos zonas en la membrana
plasmática. Una de ellas es el polo apical, que se encuentra formando el denominado borde
de cepillo y está orientado hacia el lumen intestinal. La otra zona se la conoce como membrana
basolateral y es la responsable de establecer los contactos célula-célula y célula-sustrato (in
vivo, la matriz extracelular; in vitro, el soporte o plástico de cultivo). La existencia de estas dos
regiones se mantiene gracias a la disposición especial del citoesqueleto (Peterson y Mooseker,
1993). El aspecto de las células BCS-TC2.BR2, aunque se muestran signos de diferenciación,
no se corresponde con él de las células epiteliales normales de colon o con el obtenido cuando
las células Caco-2 se diferencian en cultivo. No se observa el típico borde en cepillo, donde
tanto la distribución como la longitud de las proyecciones son uniformes.
Además, de la forma y disposición del núcleo, también se observa que se incrementan
las estructuras filamentosas, posiblemente de filamentos intermedios (Figura 17C y 18 A), y
el número de contactos célula-célula con la formación de múltiples desmosomas (Figura 18
B). Este hecho podría estar relacionado con el ligero mayor contenido en citoqueratinas
observado en estas células (Figura 14). Los desmosomas, in vivo, son los encargados de
establecer contactos célula-célula y proporcionar una mayor fortaleza y rigidez a los tejidos.
Los filamentos intermedios se anclan a ellos a través de proteínas integrales de membrana,
interconectándose entre células a través de la E-cadherina (Bracke y col., 1997). Tanto la
presencia de desmosomas, como el incremento en los niveles de E-cadherina, se relaciona con
células que presentan un fenotipo más diferenciado. Estudios llevados a cabo por el grupo
ponen de manifiesto que el tratamiento con butirato induce diferenciación en las células BCS-
TC2 y que, como consecuencia del mismo, se produce un incremento en la expresión de E-
cadherina. Este incremento también se ha observado en otras líneas celulares de
adenocarcinoma de colon habiéndose sugerido que el butirato modula la transcripción de la
E-cadherina, incrementándose los contactos célula-célula (Barshishat y col., 2000). Además,
por microscopía óptica se observa que, en cultivos no confluentes, las células BCS-TC2.BR2
tienden a asociarse dejando algunas lagunas o espacios libres, pero muy bien delimitados por
células. En microscopía electrónica se ha observado que en estas regiones parece que la
membrana plasmática está más activa, se detectan más prolongaciones citoplasmáticas. Por
otro lado, en escasas células BCS-TC2.BR2, polarizadas o no, se observan estructuras
vesiculares que, en comparación con otros estudios, podrían contener material lipídico o de
tipo mucina, y que, por tanto, podrían corresponder a gránulos de secreción de mucinas (Figura
18 C). Otra de las características que también se puede resaltar es la presencia de cistas
intracelulares o estructuras vesiculares perfectamente definidas donde se detectan proyecciones
citoplasmáticas (Figura 18 C); estas cistas sólo se observan en las células parentales después
del tratamiento con butirato.
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Figura18.- Microscopía electrónica de transmisión de las células BCS-TC2.BR2.
La preparación de las muestras se ha realizado co mo se describe en el ap artado de M ateriales y Métodos.
Ultraestructura de las células BCS-TC2.BR2 en la que se puede apreciar filamentos intermedio s (A: barra 0,6
mm), desmosoma s (B: barra 0,4 mm), estructuras vesiculares, señaladas con flecha s, y cistas intracelulares,
señaladas con puntas de flecha (C: barra 1,1 mm).
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Las células epiteliales de colon comprenden una variedad de tipos celulares con
características estructurales y bioquímicas distintas (células columnares, secretoras de mucus,
etc.; apartado 1.1.1). Los estudios de inducción de diferenciación en células de
adenocarcinoma de colon, empleando estrategias distintas, han dado lugar a la obtención de
fenotipos muy variables (Augeron y Laboisse, 1984; Ho y col., 1994; Seto y Seligy, 1999).
Durante el tratamiento de las células BCS-TC2 con butirato, de forma paralela al incremento
en el grado de polarización celular, el acúmulo de microvellosidades y en la mayor actividad
de fosfatasa alcalina (Navarro y col., 1997), se observa la aparición de un gran número de
vacuolas o estructuras vesiculares, con material lipídico o de tipo mucina, orientadas hacia el
lado apical (Figura 16 C). Por microscopía electrónica de barrido de superficie se puede
también visualizar el deterioro y cambios que sufre el cultivo de las células BCS-TC2 después
de 15 días de tratamiento con butirato. En la figura 19 A se puede observar que las células sin
tratar se encuentran adheridas y bien extendidas; las células redondeadas están firmemente
adheridas a otras células, formando multicapas. Las células tratadas con butirato (Figura 19
A y B) muestran una gran heterogeneidad en tamaño y, aunque se detectan regiones donde las
células están bien adheridas y extendidas, el perfil de muchas células queda delimitado por la
membrana que parece que se separa del soporte de cultivo. Además, en muchas de las células
se observa una superficie muy activa (punteado) que posiblemente, por sus dimensiones,
correspondan a un acúmulo de proyecciones de tipo microvilli, o a estructuras vesiculares
(vacuolas).
En las micrografías de las células BCS-TC2.BR2 sólo se aprecian ocasionalmente
algunos de los signos de diferenciación (delimitación de membrana luminal y basolateral)
mientras que si se produce un incremento significativo en el número de células de tipo
columnar donde el núcleo aparece polarizado hacia uno de los lados (Figura 17). Esto estaría
de acuerdo con lo observado en otros casos donde se detectan células con gránulos de tipo
mucina en cultivos de células preconfluentes pero que sin embargo desaparecen en cultivos
postconfluentes y, de forma simultánea, se detecta la formación de domes (Ho y col., 1994).
En los estudios realizados con butirato sobre otras líneas celulares los resultados son altamente
contradictorios. Así, se ha sugerido que este agente induce la aparición de células columnares
de carácter absortivo (Lesuffleur y col., 1990; Augenlicht y col., 1999). De hecho, la línea
celular LS174T-D resistente a butirato presenta características ultraestructurales
correspondientes a un fenotipo absortivo (Ho y col., 1994). Estos resultados estarían de
acuerdo con otros estudios que indican que el butirato no es capaz de inducir la expresión de
mucinas en distintos sistemas celulares (Velcih y col., 1995) e induciría la diferenciación sólo
a través del linaje absortivo (Augenlicht y col., 1999). Sin embargo, al igual que ocurre con
las células BCS-TC2, durante el tratamiento con butirato se detecta la aparición de células de
naturaleza secretora (Barshishat y col., 2000). De hecho, durante el establecimiento de las
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células HT29 resistentes al efecto del butirato, se detectó la aparición de clones celulares, que
una vez aislados evolucionan hacia células columnares con capacidad para formar domes (clon
19A) mientras que otros exhibían un fenotipo que se caracterizaba por la secreción masiva de
mucus (clon 16 E) (Augeron y Laboisse, 1984). Por tanto los resultados obtenidos permiten
sugerir que el tratamiento con butirato de las células BCS-TC2 induce tanto un fenotipo
secretor como absortivo y que, posiblemente, las células con fenotipo secretor desaparecen del
cultivo tras sufrir el proceso de apoptosis.
Figura19.- Microscopía electrónica de transmisión de las células BCS-TC2 tratadas con butirato.
La preparación de  las muestras se ha realizado co mo se describe en el apartado de Materiales y Métodos. Células
BCS-TC2 sin tratar con b utirato (A), células tratada s con butirato  a una concentración 2  mM duran te 15 días (B
y C). En todos los casos, las barras corresponden a 10 mm.
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Fosfatasa alcalina 
La expresión y actividad de fosfatasa alcalina se incrementan de manera considerable
durante el proceso de diferenciación in vivo, siendo relativamente baja en las células madre
presentes en las criptas y superior en las células de fenotipo maduro que forman las
microvellosidades intestinales (Hodin y col., 1994). Por ello, la fosfatasa alcalina se ha
descrito como uno de los principales marcadores de diferenciación intestinal, siendo
característica de las células con fenotipo absortivo. Se han estudiado otras hidrolasas asociadas
a la zona del borde de cepillo para determinar si alguna de ellas puede considerarse como
marcador de diferenciación (Chung y col., 1985; Mariadason y col., 2000). Con respecto a las
disacaridasas (sacarasa, lactasa y trealasa), la actividad casi no se modifica; la aminopeptidasa
disminuye en algún caso y se han publicado resultados contradictorios en relación a la
dipeptidilaminopeptidasa IV.
Por tanto, dado el carácter de marcador de la fosfatasa alcalina, y con el fin de verificar
si hay cambios en la diferenciación celular en las células BCS-TC2.BR2, se procedió a
cuantificar la actividad de esta enzima en ambas líneas celulares. Para ello se cultivaron las
células en ausencia de butirato, determinándose la actividad enzimática a distintos tiempos
desde la siembra de las células. Los resultados obtenidos se recogen en la figura 20.
Como se puede observar, aunque inicialmente la actividad de fosfatasa alcalina no es
muy distinta entre ambas líneas celulares (33 y 82 mU/mg para las células BCS-TC2 y BCS-
TC2.BR2, respectivamente) se producen diferencias con el tiempo en cultivo. Así, mientras
que en las células BCS-TC2 la actividad enzimática prácticamente no se modifica, en el caso
de las células BCS-TC2.BR2 se produce un incremento significativo, siendo éste de
aproximadamente 3 veces a los 12 días. Este resultado confirma el mayor grado de
diferenciación enterocítica de las células resistentes a butirato. De hecho, en células de
adenocarcinoma de colon poco diferenciadas como las HT-29, al igual que lo que ocurre en
las células BCS-TC2, esta actividad no se modifica apreciablemente con el tiempo en cultivo
(Schroy y col., 1994). Sin embargo, en otras líneas celulares, como las Caco-2, se produce un
incremento en la fosfatasa alcalina durante el cultivo celular, llegando a adquirir, en cultivos
postconfluentes, características similares a los enterocitos maduros (Hara y col., 1993; Halline
y col., 1994). Además, estas células siguen respondiendo al efecto inductor de la
diferenciación ejercido por el butirato aunque dando lugar a fenotipos divergentes (Mariadason
y col., 2000). Por otro lado, en otros estudios, donde se obtuvieron las células HL-60 (células
leucémicas promielocíticas) resistentes a butirato, se observa que estas células responden de
forma distinta al efecto diferenciador ejercido por distintos agentes. Así, ni el butirato ni el
ácido retinoico inducen diferenciación mientras que las células HL-60 responden a la vitamina
D (Yen y Varvayanis, 1995). 
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Figura 20.- Actividad de fosfatasa alcalina basal de las células BCS-TC2 Y BCS-TC2.BR2.
Se siembran 5x105 células por pocillo, en placas de cultivo de 6 po cillos, en medio  DME M com pleto. A distin to
tiempo después d e la siembra  se determin a la actividad de fosfatasa alcalina, como se describe en Materiales y
Método s, analizándose la cinética de formación del p-nitrofenol midiendo la absorbancia a 405 nm, durante 3
minutos, a 37ºC. La unidad de actividad (U) se define como la cantidad de enzima necesaria para producir 1 mmol
de producto por minuto a 37ºC. Los resultados representan la media (±S D) de cinco exp erimentos independ ientes.
Con estos antecedentes, otro aspecto importante a analizar es si el butirato, aunque no
inhiba la proliferación en las células BCS-TC2.BR2, sí afecte a la diferenciación de las
mismas. Por ello, se procedió a evaluar el efecto que el tratamiento con butirato ejerce en la
actividad de la fosfatasa alcalina en las células BCS-TC2.BR2, utilizándose como control las
propias células parentales. Durante el tratamiento de las células BCS-TC2 con butirato, como
ya se ha comentado, se produce desadhesión y liberación de células al medio de cultivo. El
número de las mismas se incrementa considerablemente con el tiempo y concentración de
agente empleada, de manera que, a 4 días de tratamiento con 8 mM, el número de células que
permanecen adheridas es insuficiente para poder ser analizado. Teniendo en cuenta este hecho,
se procedió a valorar la actividad de fosfatasa alcalina en las células de la monocapa y en las
células liberadas al medio de cultivo. En el caso de las células BCS-TC2.BR2 no se ha
observado desadhesión significativa, por lo que la actividad se valoró exclusivamente en la
monocapa. Los resultados obtenidos se recogen en la figura 21. Como se puede apreciar, en
todos los casos, a los dos días de exposición al agente es posible detectar un incremento en la
actividad de fosfatasa alcalina. El tiempo y la concentración necesaria para detectar efectos en
otras líneas celulares de adenocarcinoma de colon es altamente variable; es función de las
líneas celulares y de las condiciones de ensayo empleadas Así, utilizando concentraciones de
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agente comparables, en las células LIM1215 se puede apreciar un incremento en la actividad
a las 24 horas (Rickard y col., 1999) mientras que en las células Caco-2 se requieren entre 48
y 72 horas para detectarse cambios (Litvak y col., 1998). 
Figura 21.- Efecto del butirato sobre la actividad de fosfatasa alcalina celular.
Se siembran 2,5x105 células por pocillo, en placas de cultivo de 6 pocillos, en medio DMEM  completo. Tres días
después de la siemb ra, cuando los cultivos se encuentran en fase exponencial, se cambia el medio y se añade
medio fresco en ausencia  (C, contro l) o en prese ncia de butirato a 4 y 8 mM. Transcurrido el tiempo adecuado
(dos o cuatro días) se  evalúa la actividad enzimática en los extractos celulares obtenidos de la monocapa y de las
células liberadas al medio de  cultivo, como se  describe en Materiales y Métodos y en la figura 20. Los resultados
representa n la media (± SD) de  cinco exp erimentos ind ependien tes. 
Como se observa en la figura 21, en las células adheridas se produce un aumento
considerable en la actividad de fosfatasa alcalina siendo dependiente de la concentración del
agente y del tiempo de exposición. Así, tras tratamiento durante 4 días con butirato 4 mM se
observa una actividad de 928 mU/mg para las células BCS-TC2 y 1500 mU/mg para las
células BCS-TC2.BR2, lo que supone un incremento respecto de la actividad en ausencia de
agente, de 30 y 18 veces, respectivamente. El aumento de esta actividad descrito en otras
líneas de adeconcarcinoma de colon es muy variable (entre 2 y 123 veces), habiéndose
sugerido que la mayor o menor susceptibilidad para que el buirato incremente la actividad de
la fosfatasa alcalina es un reflejo del grado de diferenciación celular. De hecho, las células
procedentes de tumores poco diferenciados son menos sensibles a los efectos del agente
(Chung y col., 1995; Buras y col., 1995). Sin embargo, otros estudios contradicen este
postulado: por ejemplo, en las células Caco-2, de carácter bastante diferenciado respecto a
otras líneas de colon, el tratamiento durante 3 días con butirato 2 mM sólo produce un
incremento de 3 veces en la actividad de fosfatasa alcalina (Mariadason y col., 2000). 
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Por otro lado, debido a la desadhesión que se produce en la mayoría de los casos,
resulta difícil establecer cual es el incremento real producido en la actividad enzimática. Así,
como se puede apreciar, la actividad de fosfatasa alcalina de las células liberadas es
considerablemente superior a la de las células adheridas (entre 3 y 12 veces en función de las
condiciones de tratamiento utilizadas). Resultados similares se han obtenido con otras líneas
celulares en las que el butirato induce apoptosis (Heerdt y col., 1994). En todos los casos
también se ha observado un incremento en la actividad enzimática de las células adheridas.
Por ello se ha sugerido que el butirato podría desencadenar que las células progresaran
paulatinamente hacia la diferenciación terminal, iniciándose entonces el proceso de apoptosis
y produciéndose, subsiguientemente, la liberación de las células al medio de cultivo. El
análisis de la fragmentación de DNA tanto en las células liberadas como las que permanecen
en la monocapa así lo confirma, siendo entre un 60 y un 80% superior la fragmentación
encontrada en las células del sobrenadante respecto a la monocapa celular (Heerdt y col., 1994;
Navarro y col., 1997).
En este contexto, el hecho de que tras el tratamiento de las células BCS-TC2.BR2 con
concentraciones de butirato superiores a 2 mM no se observe la liberación de células al medio
de cultivo, sugiere que no se está induciendo el proceso de apoptosis. Sin embargo, se produce
incremento en el grado de diferenciación, observándose un aumento muy significativo de la
actividad de fosfatasa alcalina. Ello permite sugerir que, para que se produzca la apoptosis,
además de la diferenciación celular se requieren otros estímulos. Este hecho estaría de acuerdo
con los resultados obtenidos en las células Caco-2, donde, aunque se alcanzan niveles muy
parecidos de actividad de fosfatasa alcalina tras inducir la diferenciación por dos vías distintas
(cultivos postconfluentes o tratamiento con butirato), sin embargo, sólo en las células tratadas
con butirato se induce apoptosis (Mariadason y col., 2000).
4.2.3 Resistencia a apoptosis
Efecto de concentraciones mayores de butirato
Los datos anteriores parecen sugerir que las células BCS-TC2.BR2 pueden ser
resistentes a la inducción de apoptosis inducida por el butirato incluso a concentraciones
superiores a 2mM. Para verificar este hecho se analizó el efecto que, sobre ambas líneas
celulares, ejerce el butirato a concentraciones hasta 50 mM.
En las células BCS-TC2, como cabía esperar, se observa un deterioro muy rápido del
cultivo como consecuencia de la muerte celular por apoptosis, lo que se refleja en
fragmentación nucleosomal del DNA (Figura 22A). En las células BCS-TC2.BR2 a las 24
horas de tratamiento, se comienzan a perfilar diferencias entre las distintas concentraciones
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utilizadas. Así, mientras que para concentraciones bajas (2, 4 y 10 mM) se observa que la
viabilidad celular es alta, a partir de 20 mM se empiezan a detectar bastantes células
desadheridas. Este efecto es más acusado a 50 mM y se incrementa con el tiempo de
tratamiento. Sin embargo, cuando se analiza el DNA genómico, no se aprecia fragmentación
nucleosomal en ninguno de los tiempos evaluados (Figura 22B).
Figura 22.- Efecto del butirato en la fragmentación nucleosomal del DNA genómico.
Se siembran 5x105 células por p ocillo, en pla cas de 6 p ocillos, en medio  de cultivo DMEM  completo (células
parentales) o suplementado con butirato 2  mM (células B CS-TC2 .BR2). A los 2 d ías, cuando las células se
encuentran en fase exponencial, se cambia el medio y, en los dos casos, se añade medio fresco conteniendo
concentraciones de butirato entre 2 y 50 mM . Tras incubarse las células duran te 3 y 5 días, éstas se raspan, se
lavan con PBS y se recogen por centrifugación. El procesado de las muestras para la obtención del DNA
genómico se realiza como se indica en Materiales y Métodos. En la figura se muestra el análisis de estas muestras
mediante electroforesis  en geles de agarosa al  2%.
Las concentraciones de butirato que normalmente se utilizan para analizar los efectos
de este agente en cultivos celulares oscila entre 1 y 5 mM. Por ejemplo, en las células Caco-2
de adenocarcinoma de colon, la concentración óptima para inducir diferenciación celular es
de 2 mM; a mayores concentraciones (10 mM) no se observa efecto sobre la actividad de
fosfatasa alcalina (Mariadason y col., 2000). Este hecho se ha justificado considerando que,
posiblemente, altas concentraciones de butirato (mayores de 4 mM) inducen un alto grado de
necrosis (Gibson y col., 1992; Mariadason y col., 2000). Estas concentraciones son bajas
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respecto a los niveles presentes en el lumen del colon, los cuales están alrededor de 20 mM
(Russo y col., 1999). Sin embargo, se ha sugerido que las células epiteliales colónicas están
expuestas a concentraciones considerablemente inferiores debido a la presencia de la capa de
mucus, que reduce considerablemente la difusión del butirato. In vitro, al no existir esta
protección se ha observado que, en la mayor parte de las células de colon, concentraciones
superiores a 4 mM ejercen efectos citotóxicos con lisis y vertido del contenido celular (Gibson
y col., 1992). Por ello, posiblemente, la disminución en la viabilidad de las células BCS-
TC2.BR2 observada a partir de concentraciones de 20 mM, sea debida a una acción citotóxica
del butirato independiente del proceso de apoptosis.
Actividad de caspasa 3
Previamente se ha sugerido que el butirato induce apoptosis mediante un proceso
iniciado por la inhibición de la histona desacetilasa, lo que resultaría en la expresión de algún
gen implicado en muerte celular que actuaría de forma sinérgica con la vía apoptótica
mitocondrial regulada por Bcl-2 ( Medina y col., 1997). Todo ello convergería en la activación
del principal efector apoptótico, la caspasa 3. Otros estudios también ponen de manifiesto que,
tras inducir el proceso apoptótico con butirato, se produce una activación de esta proteasa
(Heerdt y col., 1998; Giuliano y col., 1999; Chai y col., 2000). Por ello se procedió a
determinar si se observaba activación de la caspasa 3 durante el tratamiento con butirato en
ambos tipos de células. Los resultados obtenidos se recogen en la figura 23.
Figura 23.- Efecto del butirato en la actividad de caspasa 3 de las células BCS-TC2 y BCS-TC2.BR2.
Se siembran 2x105 células por pocillo, en placas de 6 p ocillos, en medio DMEM com pleto y se mantienen en
condiciones normales de cultivo. Cuando las células están en fase exponencial, se cambia el medio de cultivo y
se añade medio fresco conteniendo diferentes concentraciones de butirato. A los tres días se recogen por separado
las células de la monocapa  y las liberadas al medio. Las muestras se p rocesan como  se describe en M ateriales y
Métodos para evaluar la actividad de caspasa 3. La actividad se expresa en unidad es de fluorescencia arbitrarias.
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Como se puede apreciar, esta actividad no se modifica en las células BCS-TC2.BR2
con el tratamiento con butirato, incluso a una concentración de 50 mM. Sin embargo, en las
células parentales, aunque no se detecta un incremento en la actividad de esta proteasa en las
células adherentes, sí se pone claramente de manifiesto en las células liberadas al medio de
cultivo. Este incremento es dependiente de la concentración de butirato, alcanzándose un valor
máximo de aproximadamente 6 veces la actividad control para concentraciones de agente en
torno a 20 mM. Estos niveles de activación son coincidentes con los observados en otras
células de adenocarcinoma de colon (LIM 1215) (Medina y col., 1997). Cuando estas células
se exponen a tres ciclos de butirato se selecciona una población resistente a los efectos del
agente (aunque no de forma permanente) donde, como en el caso de las células BCS-
TC2.BR2, la actividad de caspasas prácticamente desaparece. En el caso de las células LIM
1215, también se ha observado una correlación entre los niveles de p21 y la resistencia a
apoptosis inducida por butirato (Chai y col., 2000).
Expresión de p21
El inhibidor de quinasas dependientes de ciclinas, la proteína p21, modula la
proliferación celular a través de su unión a distintos complejos ciclinas/CDKs provocando
parada del ciclo celular. Sus niveles también se incrementan durante la respuesta apoptótica
provocada por múltiples agentes como el taxol, la adriamicina, el etopósido y el interferón
gamma (Kano y col., 1997; Sheikh y col., 1997). El butirato también parece incrementar la
expresión de esta proteína (Heerdt y col., 1998; Chai y col., 2000). Por otro lado, la
sobreexpresión de la p21 parece desempeñar un papel protector frente a la apoptosis y su
deficiencia favorecería, como se ha puesto de manifiesto a partir de experimentos de
sobreexpresión ectópica de p21 y mediante el empleo de ratones deficientes para esta proteína
(Gorospe y col., 1996 y 1997; Sheikh y col., 1997). Teniendo en cuenta estos datos, se analizó
la expresión de la proteína p21 en las células BCS-TC2 y BCS-TC2.BR2 con el fin de
comprobar si los distintos efectos provocados por el butirato se relacionan con diferencias en
los niveles constitutivos de proteína y/o su modulación por dicho agente. Los resultados
obtenidos se recogen en la figura 24.
Como se puede apreciar los niveles basales de proteína son muy bajos para ambas
líneas celulares. Sin embargo, el tratamiento con butirato provoca una inducción en la
expresión de la proteína p21 tanto en las células BCS-TC2 como BCS-TC2.BR2. La inducción
acontece, además, de manera muy temprana (24 horas) al igual que ocurre en otros sistemas
(Nakano y col., 1997; Archer y col., 1998), llegándose, incluso, a detectarse a los 30 minutos
en células de hepatocarcinoma (Yamamoto y col., 1998). Se cree que esta inducción se
produce por activación transcripcional en el sitio Sp1 del promotor del gen que codifica para
la proteína p21 (Nakano y col., 1997) y que la hiperacetilación de histonas es, al menos en
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parte, la responsable de esta activación (Archer y col., 1998). Parece también que su inducción
por butirato es independiente de la proteína p53 ya que, en la mayoría de los casos, la
sobreexpresión de ésta disminuye o no varía (Saito y col., 1998; Giuliano y col., 1999) a pesar
de ser su más conocido inductor. En este caso, la inducción de la proteína p21 también sería
independiente de la de p53, ya que, estudios previos del grupo parecen sugerir que el
tratamiento con butirato disminuye drásticamente los niveles de la proteína p53 en las células
BCS-TC2.
Figura 24.- Efecto del butirato en la expresión de p21 en células BCS-TC2 y BCS-TC2.BR2.
Se siembran 7,5x105 células en placas de c ultivo, 10 cm  de diáme tro, en medio DMEM com pleto. Cuando las
células se encuentran en fase exponencial, se retira el medio y se añade medio fresco en ausencia o en presencia
de distintas concentraciones de butirato sódico. Transcurridas 24 horas, se recogen los extractos por raspado y
se analiza la expresión de p21 mediante Western  blot. Se aplican 50 mg de proteína por p ocillo empleándo se
geles de poliacrilamida al 15 % en pre sencia de S DS. La tran sferencia a m embrana s de nitrocelu losa y la
inmunodetección se realiza como se describe en Materiales y Métodos. El anticuerpo anti-p21 se emplea a una
dilución 1/200 y el anti-IgG de ratón marcado con peroxidasa a 1/5.000. El revelado se lleva a cabo por ECL.
Al igual que ocurre en otros sistemas celulares (Yamamoto y col., 1998; Giuliano y
col., 1999), el incremento de la proteína p21 en las células BCS-TC2 podría relacionarse con
el bloqueo de la proliferación y la inducción de apoptosis que provoca el butirato en estas
células. La sobreexpresión de la proteína p21 puede inducir parada del ciclo celular en G1 y
bloqueo en la entrada en la fase S bien por inactivación de las ciclinas o bien inhibiendo la
actividad del antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA). Sin embargo, esta correlación
no es tan obvia para las células BCS-TC2.BR2 ya que, como no se produce apoptosis, el
incremento sólo se podría justificar teniendo en cuenta que, en presencia de butirato, se
produce una disminución en la velocidad de proliferación, tanto mayor cuanto mayor es la
concentración de agente empleada (Figura 13). Los resultados obtenidos estarían de acuerdo
con lo que se ha descrito recientemente en el tratamiento con butirato de las células de
adenocarcinoma de colon LIM1215, donde se observa la inducción de la expresión de la
proteína p21 así como la aparición de un fragmento proteolítico denominado p15. Este
fragmento surge como resultado de la actuación de distintas caspasas, activadas como
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consecuencia de la inducción de apoptosis por este agente. La secuencia de corte de las
caspasas (-DHVDL-) está localizada entre los dominios de unión a CDK/ciclinas y PCNA de
la proteína p21; este corte provoca la pérdida de su función y alteración de su localización
subcelular (Chai y col., 2000). Como se observa en la figura 24, en el tratamiento de las
células parentales no sólo induce la expresión de la proteína; también puede observarse cierto
grado de proteolisis que se podría correlacionar con la actividad de la caspasa-3 detectada
(Figura 23). Al igual que en las células BCS-TC2 .BR2 (Figura 24), en la población de células
LIM 1215 resistente a butirato, aunque se detectan mayores niveles de la proteína p21, no se
aprecia el fragmento p15 que resultaría de la actividad proteolítica de la caspasa 3 (Chai y col.,
2000). Estos estudios, en conjunto, parecen sugerir que, aunque el butirato incrementa la
expresión de la proteína p21 durante el proceso de apoptosis, esta inducción no desencadena
de manera directa la muerte celular sino que es necesaria la activación de caspasas para que
se produzca, pudiendo participar el fragmento p15 como señal apoptótica. Todos estos
resultados parecen indicar que las células BCS-TC2.BR2 tienen bloqueado el proceso
apoptótico en alguna etapa prevía a la activación de la caspasa-3. 
Expresión de Bcl-2 y Bax
La función de la familia de proteínas Bcl-2 es regular el proceso de apoptosis; así,
mientras que algunos miembros protegen, por ejemplo Bcl-2, otros promueven la muerte
celular, por ejemplo, Bax (apartado 1.4.2). En el colon, Bcl-2 está principalmente localizado
en la base de las criptas (Hague y col., 1994), mientras que Bax se expresa en la parte superior
(Krajewski y col., 1995). El gradiente de distribución de proteínas de la familia Bcl-2 a lo
largo de la cripta colónica es una evidencia indirecta de que la muerte celular programada
constituye el mecanismo por el cual la longitud de la cripta permanece constante (Hague y col.,
1996). La proteína Bcl-2 se localiza en la membrana externa de la mitocondria y previene de
la iniciación de la apoptosis bloqueando la liberación del citocromo c (Yang y col., 1997). La
posible protección que confiere Bcl-2 contra la apoptosis inducida por butirato tiene diferentes
resultados dependiendo del tejido de origen y del tipo de línea celular. Se han descrito tanto
incrementos (Saito y col., 1998; Chung y col., 1998) como represión (Mandal y Kumar, 1996;
Giuliano y col., 1999) e incluso ausencia de efectos (Medina y col., 1997; Suzuki y col., 1998).
También se ha sugerido que la capacidad para inducir la expresión de Bax puede ser
importante en la determinación de si Bcl-2 es capaz de proteger contra la apoptosis provocada
por el butirato (Chung y col., 1998; Giuliano y col., 1999).
La evaluación de los niveles de proteína Bcl-2 y Bax en las células BCS-TC2 y BCS-
TC2.BR2 mediante Western blot, con anticuerpos específicos, ha dado un resultado negativo.
Ni siquiera la adición de butirato sódico a los cultivos permitió detectar la existencia de estas
dos proteínas. Se disponía también de anticuerpos frente a Bcl-2 marcados con FITC, por lo
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que además se intentó evaluar por citometría de flujo la expresión de esta proteína. Los
histogramas han arrojado también un resultado negativo tanto para las células BCS-TC2 como
para las BCS-TC2.BR2 tratadas o no con butirato, mientras que claramente se ha detectado
la expresión de la proteína Bcl-2 en las células sanguíneas utilizadas como control. La no de
expresión de Bcl-2 se ha descrito también para otros tipos de células. Por ejemplo, en la línea
celular de adenoma AA/C1 y la de carcinoma S/KS/F1, ambas de colon, tampoco se detecta
su expresión (Hague y col., 1997). Además, la transfección de células con Bcl-2 protege de
la apoptosis de manera desigual. En este mismo estudio, pero empleando otras líneas celulares
de colon que expresan Bcl-2 constitutivamente, el tratamiento con butirato sódico reprime la
expresión de esta proteína induciendo la apoptosis (Hague A y col., 1997).
Los resultados obtenidos parecen indicar que la resistencia a la inducción de la
apoptosis en las células BCS-TC2.BR2 no puede ser atribuida a diferencias significativas en
la expresión de proteínas del tipo Bcl-2 y Bax, como se ha indicado en otros casos (Saito y
col., 1998). No obstante, dado que su expresión es bastante común en gran variedad de
cánceres humanos, incluidos próstata, colon, pulmón, estómago, riñón, neuroblastoma,
linfomas no-Hodgkin y leucemias (Reed, 1995), y que alteraciones en estas proteínas se han
demostrado durante la progresión desde adenoma a carcinoma de colon (Figura 3), no se puede
descartar por completo su expresión y se intentará evaluar la misma por otros métodos más
sensibles.
4.3 REVERSIBILIDAD DE LA RESISTENCIA A BUTIRATO
En 1995, Yen y colaboradores obtuvieron una línea celular resistente a butirato a partir
de células HL-60 de leucemia humana. Para ello, fueron incrementando paulatinamente la
concentración de butirato durante 30 días hasta alcanzar concentraciones de 1 mM. En estas
condiciones, las células se mantuvieron durante más de 3 meses, permaneciendo estables sus
características. Sin embargo, observaron que esta resistencia probablemente no era
consecuencia de un cambio genético ya que al mantener estas células durante 3 días en
ausencia de butirato, se producía la pérdida del fenotipo resistente. También, en diversas líneas
celulares se ha descrito reversibilidad de los efectos del butirato tras la eliminación del agente
(Devedjian y col., 1996; Chai y col., 2000). 
Teniendo en cuenta estos datos, cabría pensar que la resistencia a butirato de las células
BCS-TC2.BR2 fuese una resistencia transitoria y que la eliminación del butirato revirtiera la
capacidad de estas células para proliferar en presencia de este agente. Para comprobar este
hecho, se procedió a retirar el butirato del medio de cultivo de las células BCS-TC2.BR2.
Durante los dos primeros meses en ausencia de butirato, no se observan cambios morfológicos
apreciables, las células proliferan y se mantiene una viabilidad celular normal. Estas células
pueden presentar características distintas a las células parentales BCS-TC2.BR2 por lo que
para diferenciarlas se las ha denominado BCS-TC2.BR.
Con objeto de verificar si la resistencia a butirato es de carácter permanente en este
sistema, las células BCS-TC2.BR se volvieron a tratar con butirato y se ha analizado su efecto
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sobre la proliferación y en el grado de diferenciación celular. Los resultados obtenidos se
recogen en la figura 25. Como se puede apreciar en la figura 25A, el comportamiento es muy
similar al de las células BCS-TC2.BR2; los tiempos de duplicación son comparables y la
adición de butirato únicamente disminuye ligeramente la velocidad de proliferación, aunque
la viabilidad celular sigue siendo elevada, y no se observan signos de muerte celular. Estas
células se han mantenido en cultivo en ausencia de butirato casi dos años, habiendo sido
subcultivadas alrededor de 40 veces. Durante este tiempo, su capacidad para crecer en
presencia de este agente no se ha modificado, por lo que, de acuerdo con estos resultados, se
puede concluir que las células BCS-TC2.BR presentan un fenotipo resistente estable y que la
resistencia de las células BCS-TC2.BR2 no es reversible.
Figura 25.- Efecto del butirato en la proliferación y actividad de fosfatasa alcalina de las células BCS-
TC2.BR.
(A) Se siembran 104 células por cada pocillo, de placas de 96 pocillos, en medio D MEM  completo  en ausencia
(control)  o en presencia de distintas concentraciones de butirato. La proliferación se valora a distinto tiempo
mediante  el ensayo  de MTT descrito en Materiales y Métodos. Las barras de error corresponden a la desviación
estándar de los resultados obtenidos para 8 muestras de uno de los experim entos realiza dos. (B) Se siembran
5x105 células por p ocillo en pla ca de 6 p ocillos, en me dio DM EM c ompleto . Cuando  las células están en fase
expone ncial, se les cambia el medio y se añade m edio fresco  en ausencia  o en prese ncia de bu tirato a la
concentración indicada. Se recogen las células a distintos tiempos y se valora la actividad de fosfatasa alcalina
como se recoge en Materiales y Métodos. Los datos corresponden a  las medias (±SD) de los cinco experimentos
realizados.
Se ha analizado también el grado de diferenciación de las células BCS-TC2.BR
mediante microscopía electrónica de transmisión y determinación de la actividad de fosfatasa
alcalina. En cuanto a las micrografías electrónicas, al igual que en el caso de las células BCS-
TC2.BR2, se aprecian características que reflejan un ligero mayor grado de diferenciación que
las células BCS-TC2 (células columnares y desmosomas). Resultados similares se han descrito
en otros estudios, por ejemplo las células Clon 16E y LS174T-D (obtenidas también tras
selección con butirato), alcanzan un fenotipo diferenciado estable en ausencia del agente
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(Augeron y Laboisse, 1984; Ho y col, 1994). Sin embargo, en lo que se refiere a la actividad
de fosfatasa alcalina se observan diferencias entre estas células y las células BCS-TC2.BR2.
Las células BCS-TC2.BR2 en ausencia de butirato se diferencian con el tiempo en cultivo
(Figura 20); sin embargo, en las células BCS-TC2.BR no se observa modificación en la
actividad de fosfata alcalina con el tiempo en cultivo (Figura 25B). Este resultado parece
sugerir que la existencia de vías activas de diferenciación no es algo inherente a estas células
sino que probablemente es debido a un hábito adquirido al cultivarse de manera continuada
con butirato. Las células BCS-TC2.BR provienen de las células BCS-TC2.BR2 y si la
diferenciación espontánea fuese algo intrínseco a ellas, las células BCS-TC2.BR deberían
mantener esta característica y, sin embargo, no la presentan. Por tanto, el hecho de que las
células BCS-TC2.BR2 sufran una diferenciación "espontánea" presumiblemente es debido a
que el butirato se elimina justo en el momento de empezar el ensayo, con lo cual parte de él
o de sus efectos puede quedar remanente o activo en el interior de la célula. Además, la
activación o desactivación de los procesos de diferenciación no es algo inmediato cuando se
adiciona o se elimina el agente inductor sino que paulatinamente se va disparando o
atenuando. Por otro lado, las células BCS-TC2.BR se diferencian por acción del butirato de
acuerdo con la actividad de fosfatasa alcalina que alcanzan, que es mayor que la de las células
BCS-TC2; sin embargo, este mayor grado de diferenciación, al igual que ocurre en las células
BCS-TC2.BR2, no desencadena el proceso de apoptosis. 
4.4 PROLIFERACIÓN IN VIVO Y FORMACIÓN DE ESFEROIDES
4.4.1Capacidad tumorigénica
El hecho de que existan células que respondan de forma diferente a los efectos
apoptóticos del butirato, indica que este agente podría seleccionar células con mayor potencial
maligno, lo que ha permitido sugerir un posible papel de este ácido graso como promotor
tumoral (Paraskeva y col., 1990). De acuerdo con ello, un aspecto importante a delimitar es
si las células seleccionadas con butirato muestran diferencias en el potencial maligno respecto
a las células parentales. Así, se ha evaluado la capacidad tumorigénica in vivo, inyectando
subcutáneamente las células BCS-TC2, BCS-TC2.BR2 y BCS-TC2.BR en ratones atímicos.
Los resultados obtenidos se recogen en la figura 26. No se ha observado formación de tumores
en ninguno de los ratones inyectados con las células parentales. Este resultado corrobora los
estudios que ponen de manifiesto la capacidad tumorigénica prácticamente nula de estas
células (Turnay y col., 1990; López-Conejo y col., 1996). Sin embargo, a diferencia de las
células parentales, las células resistentes a butirato son capaces de inducir la formación de
tumores in vivo, siendo la incidencia del 100% en ambos casos. Como se observa en la figura
26, tras un tiempo de latencia de aproximadamente 2 semanas, se empieza a apreciar un rápido
crecimiento tumoral, llegando a obtenerse tumores que alcanzan hasta 0,8 cm de diámetro al
cabo de 1 mes. En ninguno de los ratones en los que se desarrollaron tumores se ha apreciado
la formación de focos metastáticos.
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Figura 26.- Evolución del tamaño de los tumores inducidos por las células BCS-TC2.BR2 y BCS-TC2.BR.
La tumorigenicidad in vivo de las células BCS-TC2.BR2 y BCS-TC2.BR se ha estudiado inyectando
subcutáne amente  106 células en ratones atímicos. El tamaño de los tumores se mide a d istintos tiempo s desde la
inoculación de las células como se indica en Materiales y Métodos. Los datos representados corresponden a los
promedios (± SD) de los 12  ratones empleado s en tres experimentos indep endientes.
Como se ha comentado anteriormente, la coinyección de las células parentales BCS-
TC2 con componentes específicos de la matriz extracelular (laminina, fibronectina, matrigel)
en ratones atímicos indujo la formación de tumores y permitió seleccionar tras el subcultivo
in vivo células con capacidad tumorigénica intrínseca (López-Conejo y col., 1996; Tabla VIII).
La incidencia, el tiempo de latencia, así como el tamaño de los tumores formados a partir de
las células BCS-TC2.BR y BCS-TC2.BR2 son muy similares a los obtenidos para estas
subpoblaciones tumorigénicas. La selección de una población tumorigénica no es un proceso
que necesariamente tenga que producirse in vivo, sino que también puede ocurrir in vitro,
como en el caso de las células resistentes a butirato. Así, este agente ha permitido la selección
de clones tumorigénicos o ha modificado a determinadas células induciendo un fenotipo más
maligno. Sin embargo, otros datos sugieren que la selección de células resistentes a butirato
no es el único factor determinante en la adquisición del fenotipo tumorigénico ya que las
células AA/C1/SB no son tumorigénicas aunque, su resistencia a butirato facilita la posterior
transformación con carcinógenos dando lugar a células con capacidad tumorigénica (Williams
y col., 1990). Por otra parte, la resistencia a butirato no confiere inequívocamente mayor
capacidad tumorigénica ya que las células LS174T-D, obtenidas por selección con este agente,
presentan menor capacidad tumorigénica in vivo (tumores de 0,1 cm3) que las células
parentales (2,6 cm3) a los 16 días de la inoculación (Ho y col., 1994).
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4.4.2 Expresión de metaloproteinasas de la matriz
Múltiples estudios, en líneas celulares y en tumores, indican que la capacidad maligna
de las células se relaciona con la actividad de metaloproteinasas de la matriz (MMPs). Estas
enzimas son capaces de degradar gran número de componentes de la matriz extracelular y
participan en numerosos procesos durante la progresión tumoral. Así, facilitan el
establecimiento y crecimiento del tumor primario, modulan la neovascularización de los
tumores y su presencia es fundamental para que tenga lugar el proceso de invasión y metástasis
(McCawley y Matrisian, 2000). Estudios previos indicaban que mientras las células BCS-TC2
no presentan actividad gelatinolítica, ésta se observaba en las subpoblaciones tumorigénicas
(López-Conejo y col., 1995). Con estos antecedentes y dada la capacidad tumorigénica
intrínseca de las células resistentes a butirato, se considera interesante determinar si este
incremento en la expresión de MMPs se correlaciona con el fenotipo tumorigénico. Por otro
lado, también resulta interesante determinar si el butirato modifica los niveles de dichas
enzimas en los distintos tipos de células. Por ello, la incubación con medio sin suero para la
obtención de los correspondientes medios condicionados se ha realizado tanto en presencia
como en ausencia de butirato.
Cuando se analiza la actividad gelatinolítica de los medios condicionados de las
distintas células fundamentalmente se visualiza una banda de degradación en torno a los 92
kDa (Figura 27). Dicha actividad proteolítica podría corresponder a la forma precursora de la
MMP-9, que se detectaría en el zimograma puesto que se ha descrito que las formas
precursoras sufren un proceso de autoactivación por su parcial y reversible desnaturalización
tras el tratamiento con SDS (Springman y col., 1990). 
Figura 27.- Efecto  del butirato en las actividades gelatinolíticas presentes en el medio condicionado por
las distintas líneas celulares.
El medio condicionado en ausencia (-) o presencia (+) de butirato 2 mM, se obtiene como se describe en
Materiales y Métodos. Se aplicaron 10 mg de proteína por pocillo en geles de poliacrilamida (10%) polimerizados
en presencia de SDS y conteniendo gelatina al 0,1%, llevándose a cabo la zimografía como se indica en el
apartado correspondiente.
Como se puede apreciar en la figura 27, los niveles de actividad gelatinolítica en
ausencia de butirato son prácticamente indetectables, siendo ligeramente superiores en las
células BCS-TC2.BR2. Sin embargo, el butirato incrementa considerablemente la actividad
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gelatinolítica siendo éste mayor en las células BCS-TC2 y BCS-TC2.BR que en las células
BCS-TC2.BR2. Esto podría explicarse teniendo en cuenta que estas células se cultivan de
manera continuada en presencia de este agente y los estímulos producidos por el butirato
podrían estar contrarrestados o atenuados por haberse habituado las células a crecer en
presencia del mismo. Por otro lado, la actividad de MMP-2 es prácticamente indetectable no
observándose diferencias significativas entre los distintos tipos de células ni por la presencia
o ausencia de butirato en el medio de cultivo. 
Estos resultados indican que en estas células, la actividad de MMP-2 y MMP-9 in vitro
no resulta imprescindible para manifestar un fenotipo tumorigénico. En lo que respecta a la
modulación de las MMPs por butirato se conoce muy poco. De hecho, en lo que se refiere a
la MMP-9, existen pocos estudios, no muy concluyentes y con resultados contradictorios. Así,
en células transformadas de colon de rata DHD/K12, el butirato disminuye la actividad de la
MMP-9 (Aparicio y col., 1998), aunque las altas concentraciones de butirato utilizadas en este
ensayo podrían estar desfigurando el resultado por un posible efecto citotóxico sobre las
células. Sin embargo, en células tumorales de colon SW 1116, el butirato incrementa la
actividad de la MMP-9 (Emenaker y Basson, 1998) lo que estaría de acuerdo con los
resultados obtenidos para las células BCS-TC2, aunque en su caso el incremento producido
es considerablemente inferior. Estos resultados podrían sugerir que el butirato actuaría como
promotor de invasión y metástasis al estimular la producción de MMP-9, no obstante, estos
autores comprueban que la capacidad invasiva in vitro de las células SW 1116 disminuye
debido a que el butirato estimula, no solo la MMP-9, sino también la producción de
inhibidores específicos de las MMPs (TIMP1 y 2), prevaleciendo el efecto de éstos sobre él
de la MMP-9. A diferencia de la MMP-9, la actividad de MMP-2 no se modifica con la
presencia de butirato en los medios condicionados de las células SW 1116 de colon (Emenaker
y Basson, 1998) lo que estaría de acuerdo con los datos obtenidos.
Recientemente se ha descrito que en células mesenquimales de intestino, el butirato
induce la expresión de estromelisina-1 en células estimuladas con IL-1b o TNF-a. En estas
condiciones, la expresión de MMP-9 disminuye por acción del butirato mientras que la MMP-
2 no se modifica. Además, esta regulación está condicionada por los cambios producidos por
el butirato en la acetilación de histonas (Pender y col., 2000). La evaluación de la actividad en
los medios condicionados para degradar caseína puede ser indicativa también de la presencia
de actividades de otras MMPs, por ejemplo la estromelisina-1. Sin embargo, la realización de
caseinogramas conlleva distintos problemas técnicos que dificultan su interpretación
(Fernández-Resa y col., 1995). En cualquier caso, los resultados obtenidos aunque permiten
sugerir la existencia de distintas bandas de degradación en torno a 45-65 kDa que podrían estar
causadas por la subfamilia de las estromelisinas, no son concluyentes. Los estudios mediante
análisis de los medios condicionados tras transferencia electroforética e inmunodetección con
anticuerpos frente a la estromelisina-1 no han permitido detectar la expresión de esta proteína
ni siquiera en presencia de butirato.
La estromelisina-3 es una metaloproteinasa que se sobreexpresa en carcinomas
humanos, entre ellos en adenocarcinoma de colon (Noël y col., 1996; Undén y col., 1996;
Mueller y col., 1997). Esta enzima se clasificó como un miembro de la familia de las MMPs
Resultados y Discusión 107
basándose en el alto grado de homología de secuencia (Basset y col., 1990); sin embargo, hasta
el momento solo se ha conseguido identificar a la a2-macroglobulina como único sustrato.
Además, su expresión parece estar restringida exclusivamente a las células del estroma
adyacentes a las células tumorales (Basset y col., 1997). Sin embargo, estudios previos
mediante el empleo de distintos anticuerpos específicos frente a la estromelisina-3 sugerían
que las células BCS-TC2, pese a ser de naturaleza epitelial, expresaban esta proteína. Para
verificar este resultado se analizó la expresión de estromelisina-3 en las distintas líneas
celulares mediante RT-PCR. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 28. Como se
puede observar, la presencia de una única banda del tamaño esperado (502 pb) confirma la
expresión de estromelisina-3 en estas células. La expresión de esta proteína en células
epiteliales resulta inesperada puesto que, aunque esta proteína está anormalmente elevada en
numerosos tipos de cáncer (Okada y col., 1995; Têtu y col., 1998; Thewes y col., 1999), sin
embargo, practicamente se ha considerado como dogma que su expresión está limitada a las
células del estroma tumoral (Basset y col., 1997). Sin embargo, su expresión por RT-PCR se
ha detectado en ciertas líneas celulares de carcinoma, entre ellas en las células SW620 de
adenocarcinoma de colon, aunque en dichas células su expresión es muy baja. Únicamente en
células de carcinoma pancreático se ha podido detectar tanto mRNA como proteína (von
Marschall y col., 1998). En estos estudios no se discute acerca de las características fenotípicas
de estas células, sin embargo en otros estudios realizados con células de carcinoma de mama
también se ha detectado expresión de estromelisina 3 lo que se justifica como consecuencia
de un proceso de desdiferenciación epitelio-mesénquima, tratándose de células que aún siendo
de origen epitelial (citoqueratinas positivas) también expresan marcadores mesenquimales
tales como vimentina (Ahmad y col., 1998). Este hecho no sería el responsable de la expresión
de estromelisina-3 en las células BCS-TC2 y en las sublíneas obtenidas a partir de ellas, ya que
como se ha comentado anteriormente, en estas células no se ha observado ese proceso de
desdiferenciación (Figura 14). 
Figura 28.- Amplificación mediante RT-PCR de la estromelisina 3 presente en las distintas líneas celulares.
En la figura se muestra la electroforesis en geles de agarosa al 2% de los productos amplificados por RT-PCR
usando cebadores específicos para la estromelisina 3 humana; el producto obtenido, después de 35 ciclos, es una
única banda de 502 pb. La figura es el negativo del gel obtenido tras tinción con bromuro de etidio.
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Además, como se observa en la figura 29, en estas células también es posible detectar
la presencia de proteína en el medio condicionado. En todos los casos se aprecia que el
anticuerpo utilizado (Mab 5ST-4A9) reconoce tres bandas proteicas de aproximadamente 52,
48 y 35 kDa. La estromelisina-3 se expresa como una proenzima de aproximadamente 52 kDa
y, al igual que ocurre con otras MMPs, presenta formas procesadas. La proteína de 48 kDa
corresponde a la forma activa y es la única capaz de romper la a2-macroglobulina (Mari y col.,
1998). Mientras que la proteína de 35 kDa corresponde a la forma truncada de la
estromelisina-3 activa y carece de parte del dominio catalítico, lo que le impide presentar
actividad frente a la a2-macroglobulina (Mari y col., 1998). 
En ausencia de butirato, se detectan mayores niveles de proteína, fundamentalmente
de la forma procesada de 35 kDa, en los medios condicionados por las células BCS-TC2.BR
y BCS-TC2.BR2 respecto del de las células BCS-TC2 (Figura 29). Esta forma de la proteína,
como se pone de manifiesto en la descripción de las características del anticuerpo (Santavicca
y col., 1995), no siempre se visualiza y se ha sugerido que surge por un mecanismo
desconocido que requiere la presencia del factor de crecimiento básico de fibroblastos (bFGF)
en el medio de cultivo (Mari y col., 1998). Este hecho podría indicar que estas células secretan
dicho factor de crecimiento y que las células resistentes a butirato podrían hacerlo en mayor
medida. Asimismo, mientras que en ausencia de butirato, se aprecian fundamentalmente las
formas procesadas de 48 y 35 kDa en su presencia se observa un claro incremento tanto de la
forma precursora como de las formas procesadas (Figura 29). Además, al igual que en el caso
de la MMP-9, el efecto es más acusado en aquellas células que crecen de manera habitual en
ausencia de butirato.
Figura 29.- Efecto del butirato en los niveles de estrom elisina 3 secretado s por los distintos tipos celula res..
10 mg de prote ína de los m edios con dicionad os, recogidos en presencia o en ausencia de butirato, se analizan
mediante  electrofore sis en geles de poliacrilamida (15%) en presencia de SDS. La transferencia a membranas de
nitrocelulosa y la inmunod etección se rea lizan como  se indica en M ateriales y M étodos. E l anticuerpo  anti-
estromelisina 3 se emplea a una dilución 1/10.000 y el anti-IgG de ratón marcado con peroxidasa a 1/5.000. El
revelado se lleva a cabo empleando reactivos de ECL.
Resultados y Discusión 109
La modulación de la estromelisina-3 y la MMP-9 por butirato podría tener importancia
in vivo. En este sentido se ha descrito que el butirato modula la inflamación intestinal a través
de la secreción de estromelisina-1 por células estimuladas del estroma (Pender y col., 2000).
En este caso, sería mas importante en las células resistentes a los efectos apoptóticos del
agente donde podría actuar como un inductor de la progresión tumoral al incrementar la
expresión y activación de estas proteasas. Es decir, el butirato in vivo no actuaría solo
favoreciendo la proliferación de las células que escapan a su control, sino que además,
promovería la expresión de distintas MMPs lo que podría favorecer su capacidad invasiva. En
este sentido, se ha descrito que el butirato induce también la expresión y actividad del
activador de plasminógeno de tipo tisular (Arts y col., 1995); éste convierte el plasminógeno
en plasmina que, a su vez, es capaz de procesar distintas MMPs y, por tanto, el balance de
MMPs activas sería mayor, así como sus efectos. No obstante, hay que tener en cuenta que las
MMPs, son inhibidas específicamente por los TIMPs (Pei y Weiss, 1995) y, como se ha
comentado anteriormente, la expresión de éstos puede inducirse por butirato (Emenaker y
Basson, 1998), por lo que habría que tener en cuenta el balance total de expresión y activación
de todo un conjunto muy variable de proteínas.
4.4.3 Formación de esferoides
Una cuestión crítica planteada cuando se utilizan líneas celulares como material
biológico es determinar bajo qué condiciones experimentales las células tumorales in vitro
pueden reflejar mejor las propiedades de un tumor in vivo. Aunque es difícil extrapolar
resultados entre ambos sistemas, el cultivo tridimensional de los esferoides multicelulares
parece ser un modelo experimental muy útil, de complejidad intermedia entre el crecimiento
en monocapa in vitro y la formación de tumores sólidos in vivo, para estudios sobre
tumorigénesis (Kunz-Schughart, 1999; Santini y Rainaldi, 1999). De hecho, en estudios in
vitro centrados en el efecto de drogas o de radiación sobre células en cultivo, cuando es
posible, también se analizan estos efectos sobre los esferoides multicelulares (Buffa, 2001;
Larsen y col., 2001) y se han propuesto como un sistema modelo adecuado para medir el
crecimiento de tumores (Chignola, 2000). Sin embargo, hay que tener en cuenta que no todas
las líneas celulares que crecen en monocapa son capaces de crecer en suspensión o bajo la
forma de esferoides (Rainaldi y col., 1999). Se denomina esferoide a todo agregado de células,
normalmente con una dimensión superior a los 100 mm, que aumenta de tamaño
progresivamente durante su cultivo en suspensión (Desoize y col., 1998; Fracasso y
Colombatti, 2000). En este sistema, el crecimiento tridimensional de las células favorece las
interacciones célula-célula y crea microentornos que simulan a los que se encuentran en el
tumor (Santini y Rainaldi, 1999). Se han desarrollado programas computerizados de
modelización que describen el crecimiento de tumores aplicando los datos obtenidos en los
esferoides (Düchting y col., 1996). Estos modelos pueden ser muy útiles en el tratamiento de
pacientes ya que permiten evaluar el efecto de protocolos radioterapeúticos en el crecimiento
de esferoides y tumores.
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En las etapas iniciales del establecimiento de la línea BCS-TC2 se observó que, tanto
a partir de los explantes como de las regiones donde las células crecían en multicapa, se
desprendían células que permanecían en suspensión con capacidad para formar agregados o
esferoides. Esta característica se mantenía durante su subcultivo in vitro, lo que permitió el
establecimiento de una subpoblación celular del tumor que, de forma no inducida, crece
formando organoides o esferoides espontáneos (Figura 30 A). Estas células se denominaron
BCS-TC3 (Turnay, 1989; López de Silanes y col., 1998).
Figura 30 .- Morfo logía de los esferoid es espontáneo s e inducidos.
(A) Esferoides espontáneos de células B CS-TC 3, (B) esferoides ind ucidos de  células BC S-TC2  , (C) esferoides
inducidos de células B CS-TC 2.BR2 , (D  y E) cortes semifinos de esferoides de células BCS-TC3 . Las zonas de
necrosis aparecen m arcadas.
En células adherentes como las BCS-TC2 y BCS-TC2.BR2, cuando se bloquea la
adhesión al soporte de cultivo, se favorece la formación de contactos célula-célula y se induce
el crecimiento bajo la forma de esferoides. El método utilizado para inducir la formación de
esferoides en este tipo de células consiste en la siembra de las células sobre un sustrato o
soporte de crecimiento no adherente; por ejemplo, sobre un lecho de agar (Yuhas y col., 1977;
Santini y col., 1999). De esta forma, al impedir que la célula se una al sustrato, se favorecen
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las interacciones célula-célula y se observa que, aproximadamente a las 24-48 horas, las
células interaccionan unas con otras formando agregados no muy compactos, mientras que un
número reducido de células individuales permanecen remanentes en suspensión. Pasados unos
días, estos agregados adquieren una estructura más organizada, dando lugar a formas
redondeadas compuestas por un elevado número de células compactadas en las que es difícil
distinguir de manera individual unas células de otras (Figura 30 B y C). En el caso de las
células BCS-TC2, se puede llegar a observar adhesión al soporte de cultivo a tiempos largos
o tras su siembra en placas de cultivo adherente (Figura 30 B). En la obtención de esferoides
de otras líneas celulares se han descrito cambios similares (Olea y col., 1994; Djordjevic y col.,
1998; Rainaldi y col., 1999). De este modo, la estructura tridimensional formada se asemeja
a la que se encuentra en los tumores, sobre todo en lo que respecta a contactos célula-célula
y comunicaciones celulares (Santini y col., 1999).
Curvas de proliferación de los esferoides
El tiempo necesario para alcanzar un diámetro de alrededor de 100 mm, para definir las
asociaciones celulares como esferoides, depende del número de células sembradas. A mayor
densidad celular en la suspensión inicial, la formación de los esferoides es más rápida; sin
embargo, a menor densidad de siembra, el tamaño de los esferoides es más homogéneo. En
algunos casos, se pueden formar espontáneamente nuevos esferoides cuando éstos alcanzan
un tamaño superior a 1 mm. Estos nuevos esferoides surgen, probablemente, a partir de células
individuales que se separan de los agregados iniciales o de la fragmentación de los esferoides
que han alcanzado un determinado tamaño, formándose asociaciones de células irregulares.
Las dinámicas de crecimiento de los tumores sólidos, se caracterizan por una fase temprana
exponencial seguida de un período de crecimiento ralentizado (McCredie y col., 1965).
Cuando se analiza el crecimiento o la evolución de los esferoides inducidos procedentes de
las células BCS-TC2 y BCS-TC2.BR2 y de los esferoides espontáneos (células BCS-TC3),
se obtienen las curvas de proliferación que se muestran en la figura 31.
El tiempo de duplicación de los dos tipos de esferoides inducidos, calculado a partir de
las velocidades de crecimiento, es considerablemente mayor que el de las células creciendo
en monocapa, siendo de 4 y 12 días para los esferoides de las células BCS-TC2 y BCS-
TC2.BR2 respectivamente, frente a las 32-45 horas para las células creciendo en monocapa.
Sin embargo, el tiempo de duplicación de los esferoides de las células BCS-TC3 es de 28 días.
Tanto las curvas de crecimiento como los tiempos de duplicación de los esferoides inducidos
son muy similares a los descritos para otras líneas celulares (Soranzo y col., 1986;
Senekowitsch-Schmidtke, 1999; Lehnert y col., 1999) aunque se han descrito tiempos de hasta
32-48 horas para esferoides formados a partir de las células MCF7 (Olea y col., 1994). La
diferencia entre el crecimiento en monocapa o en esferoides se ha sugerido que podría estar
relacionada con cambios en el área superficial de los esferoides, propiedades de la membrana
o incrementos en la duración del ciclo celular cuando prevalecen las interacciones célula-
célula (Sutherland y col., 1984; Green y col., 1999). Sin embargo, estudios de marcaje con
timidina tritiada indican que la duración de la fase S no se modifica en los esferoides
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(Carlsson, 1977); por lo que, más que cambios en el ciclo celular, el incremento en el tiempo
de duplicación en los esferoides se puede atribuir a un mayor número de células quiescentes
y a un incremento en células muertas en el área interna por inaccesibilidad de nutrientes
(Desoize y col., 1998). 
Figura 31.- Curvas de proliferación de los esferoides inducidos y espontáneos.
Se siembran 106 células BCS-TC2, BCS-TC2.B R2 o BCS-T C3 en placas no adherentes de 10 cm de diámetro .
A los 3 días, los esferoides formados se someten a una dilución límite y se resiembran en placas de 24 pocillos
para poder seguir la evolución del crecimiento de cada uno de los esferoides de manera individual. El crecimiento
de los esferoides se evalúa cada 2 días utilizando un ocular calibrad o. El tamañ o se calcula a  partir de la raíz
cuadrada del producto de los diámetros perpendiculares del esferoide. Se representan las curvas de crecimiento
individual d e varios esfero ides significativo s. 
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Cuando las dimensiones del esferoide son grandes, el crecimiento es muy lento y se ha
propuesto que se produce la estructuración de la región interna, formándose un centro
necrótico. La inducción de este área necrótica en el centro del esferoide se genera por los
gradientes de oxígeno, pH y nutrientes y se asemeja a la estructura de los tumores (Dubessy,
2000). Por otra parte, como ya se ha comentado, cuando los esferoides de BCS-TC2 se
resiembran en placas adherentes, sólo mantienen este tipo de crecimiento durante 2 ó 3 días.
Transcurrido el cual, como ocurre en otras células de adenocarcinoma de colon (Soranzo y
col., 1986), se establecen de nuevo contactos con el sustrato, prevaleciendo las interacciones
célula-sustrato, lo que les permite adherirse y proliferar de nuevo formando monocapas. Sin
embargo, el comportamiento de los esferoides de las células BCS-TC3 y de los de las BCS-
TC2.BR2 es diferente, mantienen de forma continuada su crecimiento en suspensión. Tras el
cultivo prolongado de éstos se observa la adhesión de unos esferoides a otros y, sólo muy
esporádicamente, muestran capacidad para adherirse al sustrato. En el caso de los esferoides
de las células BCS-TC3, éstos son muy resistente a la disgregación; sólo tras una tripsinización
exhaustiva se consigue desorganizarlos y disgregarlos. La suspensión celular resultante se
adhiere poco al sustrato y se pierde viabilidad celular indicando la importancia de los contactos
célula-célula para el mantenimiento del crecimiento celular, poniéndose de manifiesto las
diferencias fenotípicas entre esferoides inducidos y espontáneos. Sin embargo, en otras líneas
celulares, la viabilidad celular de esferoides tras el proceso de disgregación no disminuye
(Rainaldi y col., 1999; Lehnert y col., 1999).
Para determinar cómo se asocian las células en los esferoides, se han realizado estudios
de microscopía electrónica de transmisión con los esferoides de células BCS-TC3. En el
examen de distintas secciones semifinas (Figura 30 D y E)se ha observado que, a partir de un
determinado tamaño, la zona central de los esferoides aparece necrosada. La formación de
estas áreas depende de las técnicas utilizadas para el establecimiento de los esferoides, del
tamaño que alcanzan y del tiempo que se mantienen en cultivo (Santini y Rainaldi, 1999). El
comportamiento observado con los esferoides resulta comparable a la evolución de los
tumores inducidos in vivo cuando las células BCS-TC2 se coinyectan con matrigel, un extracto
de basamentos membranosos. En estos tumores se detecta una zona externa, con un alto
porcentaje de células proliferativas (tinción positiva con Ki67), y una zona interna con un
elevado grado de necrosis (López-Conejo y col., 1996). En la organización de los esferoides
se ha observado una zona compuesta de multicapas celulares, fuertemente empaquetadas, con
interdigitaciones y agrupadas formando estructuras de tipo mosaico o asociaciones formando
un lumen central y estableciéndose interconexiones celulares estabilizadas por desmosomas.
En la región central de los esferoides de mayor tamaño pueden apreciarse deshechos celulares
y células con cambios degenerativos. Similares características se han descrito en los esferoides
LIM 1863 (Thompson y col., 1998). Sin embargo, en las células BCS-TC3 no se han apreciado
signos claros de polarización celular, a diferencia de las células LIM 1863 donde aparecen
células globet y columnares en la cara expuesta al lumen central (Thompson y col., 1998). Esto
indicaría un menor grado de diferenciación de las células BCS-TC3.
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Estudios de diferenciación celular
El crecimiento de las células bajo la forma de esferoides puede ser un reflejo del grado
de diferenciación celular o influir sobre el mismo por lo que se han analizado los niveles de
fosfatasa alcalina. En la figura 32 se recoge la actividad de fosfatasa alcalina de las células
creciendo en monocapa y como esferoides. Cuando las células proliferan formando esferoides
o no se modifica, o se reduce entre 2 y 3 veces la actividad de esta enzima, lo que sería
indicativo de un menor grado de diferenciación. 
Figura 32 .- Efecto del butira to sobre la activid ad de fosfatasa  alcalina de los esfero ides.
La actividad de fosfatasa alcalina se determina 7 días después de la siembra de los distintos tipos de células y de
las distintas formas de cultivo (monocapa y esferoides),  en ausencia o en presencia de butirato 4 mM. Se
representan los valores pro medio (±SD ) de 3 experimento s independientes.
El estudio del efecto del butirato en los esferoides puede dar idea del mecanismo por
el cual este agente puede prevenir e inhibir la formación y el crecimiento de tumores in vivo,
por lo que se pasó a estudiar su efecto en el grado de diferenciación de las células de los
esferoides (Figura 32). En cultivos en monocapa, de las células BCS-TC2 y células BCS-
TC2.BR2, como ya se ha comentado, se incrementa considerablemente la actividad de
fosfatasa alcalina (aproximadamente 30 y 18 veces, respectivamente). En los esferoides
inducidos de células BCS-TC2, la actividad de fosfatasa alcalina también se incrementa
considerablemente tras el tratamiento con el agente, de 17 a 770 mU/mg, aunque no se llega
a alcanzar el valor obtenido con las monocapas celulares (928 mU/mg). Sin embargo, el
butirato no produce modificaciones tan acusadas sobre las células de los esferoides de las
células BCS-TC2.BR2 ni BCS-TC3. En el caso de las células BCS-TC2.BR2, en monocapa
la actividad, tras tratamiento con butirato, se incrementa de 100 a 1100 mU/mg, pero el efecto
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sobre los esferoides no es tan acusado (de 115 a 280 mU/mg); en los esfeoides espontáneos,
no se llega a incrementar la actividad de la fosfatasa alcalina en más de tres veces (de 17,3 a
58,1 mU/mg). Todo ello implicaría una cierta resistencia a butirato. De forma similar, en los
esferoides LIM 2412 tampoco se afectan sus niveles de fosfatasa alcalina tras tratamiento on
butirato (Thompson y col., 1998). En este sentido, se ha observado que la formación de
agregados celulares puede conferir resistencia a tratamientos físicos, como la radiación
(Omura y col., 1997; Santini y col., 1999), o químicos, como distintos tipos de drogas
(Dunkern y Mueller-Klieser, 1999; Hedlund y col., 1999). La mayor resistencia de los
esferoides frente a los cultivos en monocapa indica que el efecto ejercido no sólo es
dependiente de la respuesta intrínseca de las células, sino también de otros factores
relacionados con la estructura del esferoide. Estas diferencias se han atribuido a que en los
esferoides prevalecen los contactos célula-célula (“efecto contacto”), a problemas de difusión
y/o penetración de las drogas y a una mayor resistencia de las células hipóxicas del centro
necrótico a la radiación (Desoize y col., 1998; Santini y Rainaldi, 1999). El efecto casi nulo
ejercido por el butirato sobre los esferoides de células BCS-TC2.BR2 y BCS-TC3 podría estar
relacionado con el establecimiento de un mayor número de contactos celulares que
dificultarían la permeabilidad o accesibilidad del butirato sin descartar la propia resistencia de
las células al efecto de este agente. No obstante, ya que el butirato inhibe la proliferación
bloqueando el ciclo celular (Heerdt y col., 1994), podría ser que los efectos ejercidos por este
agente sean menores, como consecuencia de la menor velocidad de proliferación de este tipo
de esferoides, comparándolos con los de las células BCS-TC2. La identificación de sustancias
que puedan revertir la resistencia que presentan los esferoides a distintos agentes, muy
similares a las que presentan los tumores sólidos, y el mecanismo de estos procesos es uno de
los temas que más se están considerando en estos últimos años (Desoize y Jardillier, 2000).
4.5 RESPUESTA AL ESTRÉS METABÓLICO Y AL ESTRÉS TÉRMICO
Para comprobar si la resistencia a la apoptosis de las células BCS-TC2.BR2 se debe
sólo a los efectos del butirato o, por el contrario, es de carácter más general, las células
parentales BCS-TC2 y las resistentes BCS-TC2.BR2 se han sometido a otros tipos de estrés
celular. Para ello, se han seleccionado: a) un estrés metabólico, provocado por la eliminación
de la glucosa del medio de cultivo y, b) un estrés térmico, conseguido por la exposición de las
células a temperaturas de 42 y 45ºC. En otros sistemas celulares se ha descrito que, en estas
dos situaciones, se induce el proceso de apoptosis (Singh y col., 1997; Takasu y col., 1999;
Goto y col., 1999).
4.5.1. Efecto de la eliminación de la glucosa del medio de cultivo
Inducción de apoptosis
Las células transformadas proliferan in vitro generalmente en medios de cultivo ricos
en glucosa (1-4,5 g/l; 0,5-25 mM), constituyendo esta molécula la principal fuente de energía
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para las células. Por ello, la eliminación de la glucosa del medio de cultivo puede constituir
una acción estresante sobre el cultivo celular. Para estos estudios, las células BCS-TC2 y BCS-
TC2.BR2 se cultivan en idénticas condiciones, es decir, las células BCS-TC2.BR2 se
mantienen en medio de cultivo carente de butirato. Como se observa en la figura 33, a las 24
horas de haber eliminado la glucosa se observa una pérdida considerable de la viabilidad
celular. Este efecto es más acusado en las células BCS-TC2 las cuales, cuando crecen en
presencia de glucosa están adheridas a la superficie y bien extendidas (Figura 33 A). Sin
embargo, al retirar la glucosa, se observa un número elevado de células redondeadas que se
levantan de la monocapa (Figura 33 B), detectándose en el medio de cultivo abundantes
células no adheridas.
Figura 33.- Efecto de la eliminación de la glucosa del medio en la morfología y viabilidad celular.
En A y C se muestra el aspecto de las células BCS-TC2 y BCS-TC2.BR2 proliferand o en prese ncia de glucosa
y, en B y C las misma s células cultivad as durante 2 4 horas en a usencia de  glucosa. En  cada caso  se indica la
viabilidad obtenida para cada uno de los cultivos, determinada por el método del MTT, según se describe en
Materiales y Métodos, y referida a la de las células proliferando en presencia de glucosa (100%).
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Cuando se consideran las células BCS-TC2.BR2, estos efectos no son tan acusados, si
bien hay diferencias morfológicas con las células cultivadas en presencia de glucosa (Figura
33 C y D). En otras líneas celulares se han observado efectos similares tras la eliminación de
la glucosa (Lee y col., 1997; Singh y col., 1997; Takasu y col., 1999; Tey y col., 2000); en
concreto, en distintas líneas celulares de adenocarcinoma de colon, se ha descrito que se
producen incrementos de 2 a 3,5 veces en el número de células liberadas al medio cuatro días
después de eliminar la glucosa (Singh y col., 1997).
A la vista del daño celular provocado por la eliminación de la glucosa, se ha analizado
si en estas condiciones se desencadena el proceso de apoptosis. Mediante citometría de flujo,
utilizando como sonda la anexina V-FITC, se han obtenido resultados indicativos de que se
produce apoptosis en los cultivos (Figura 34). Aunque la supresión de la glucosa induce
apoptosis en ambas líneas celulares de una manera dependiente del tiempo de tratamiento, ésta
se produce con distinta magnitud según se trate de las células BCS-TC2 o BCS-TC2.BR2. A
las 12 horas después de haber retirado la glucosa, el porcentaje de las células apoptóticas en
los cultivos de las células parentales se incrementa 2,3 veces mientras que sólo lo hace 1,5
veces en las células BCS-TC2.BR2. Este efecto es más acusado a las 24 horas, siendo más del
doble el incremento del porcentaje de apoptosis en las células BCS-TC2 respecto a las células
BCS-TC2.BR2 (4,8 frente a 2,2, respectivamente). Esto pone de manifiesto la mayor
resistencia a la inducción de apoptosis de las células BCS-TC2.BR2 frente a un estímulo
diferente y, por tanto, parece sugerir que la resistencia de estas células podría tener un carácter
más general y no ser sólo un efecto específico frente al butirato.
Figura 34.- Inducción de apoptosis por eliminación de la glucosa en el medio de cultivo.
Se siembran 7,5x105 células en placas de cultivo de 10 cm de diámetro, en medio DMEM completo. Cuando las
células se encuentran subconfluentes, se cambia el medio y se añade medio fresco con glucosa (4,5 g/l; Glu+)
o sin glucosa (Glu-), manteniéndo se en estas condiciones dura nte 12 ó 24 ho ras. Tras ello, las células se
tripsinizan y se preparan para la valoración por citometría de flujo, como se indica en Materiales y Métodos. Para
cuantificar la apopto sis se asigna el valor de 1 al porcentaje de células que unen anexina V-FITC en las células
de los correspondientes cultivos en presencia de glucosa.
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La eliminación de la glucosa induce también apoptosis en otros sistemas celulares
(Singh y col., 1997; Takasu y col., 1999), aunque no siempre se produce de este modo. Por
ejemplo, en células neuronales, la muerte celular cursa como una combinación de necrosis y
apoptosis (Cavaliere y col., 2001); en células leucémicas, mientras que la eliminación de
glutamina provoca apoptosis, la retirada de la glucosa del medio desencadena necrosis
(Petronini y col., 1996). Parece, además, que la entrada en apoptosis tras la eliminación de la
glucosa provoca un incremento en la expresión de c-myc en fibroblastos, en linfoblastos, y en
células de carcinoma hepático y de mama (Lee y col., 1997; Shim y col., 1998) y que ésta se
puede prevenir por sobreexpresión de Bcl-2 (Lee y col., 1997) o, como ocurre en células
neuronales por un aumento en la expresión de la proteína HSP 70 (Cavaliere y col., 2001). 
Por otro lado, distintos estudios relacionan la mayor resistencia a la apoptosis inducida
por la eliminación de la glucosa con una mayor malignidad de las células; las células que
presentan mayor resistencia a apoptosis son las que exhiben una mayor capacidad
tumorigénica. Así, el clon metastático A11 presenta mayor resistencia a distintos estreses
microambientales (eliminación de suero o glucosa del medio o situaciones de hipoxia) que las
células P29 con bajo potencial metastático (Takasu y col., 1999).
Actividad de caspasas
El diferente grado de inducción de apoptosis por eliminación de glucosa en ambas
líneas celulares podría reflejarse en una modificación de la actividad de las caspasas,
principales ejecutoras del programa de apoptosis. Por ello, se ha analizado la actividad de las
caspasas 9 y 3, empleando sustratos específicos para cada una de ellas. Los resultados
obtenidos se recogen en la figura 35. La actividad de la caspasa 9 se eleva en las dos líneas
celulares cuando se cultivan en ausencia de glucosa, aunque no se produce con igual
intensidad (un incremento de 2,4 veces en las células BCS-TC2 frente a 1,3 en las BCS-
TC2.BR2). En cuanto a la actividad de la caspasa 3, se produce un ligero incremento de 1,2
veces en las células BCS-TC2 cuando se elimina la glucosa, mientras que en las células BCS-
TC2.BR2 prácticamente no se produce modificación.
Los conocimientos actuales sobre la actuación de la caspasa 9 la sitúan,
fundamentalmente, en la vía apoptótica en la que se producen daños mitocondriales. Es una
de las caspasas iniciadoras y su activación requiere la interacción con el citocromo c y con la
proteína Apaf1, proteínas mitocondriales que se liberan al citoplasma al producirse daño
mitocondrial (Li y col., 1997). Una vez activada, la caspasa 9 tiene capacidad para procesar
a otras caspasas ejecutoras, entre ellas la caspasa 3 (Li y col., 1997). Esta última, a su vez,
puede activar a otras caspasas generando un ciclo de amplificación (Srinivasula y col., 1996b),
o bien es capaz de actuar sobre componentes estructurales claves en el citoesqueleto y en el
núcleo, así como sobre numerosas proteínas que participan en las rutas de señalización; todo
ello desencadena las etapas finales del proceso de apoptosis (Takahashi y col., 1996; Kamada
y col., 1998; Zhang y col., 1998). Teniendo en cuenta estos datos, el hecho de que la
eliminación de la glucosa provoque un mayor incremento en la actividad de ambas caspasas
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en las células BCS-TC2 corrobora los datos de unión de anexina V-FITC obtenidos mediante
citometría de flujo (Figura 34).
 
Figura 35.- Efecto de la eliminación de la glucosa en la actividad de las caspasas 9 y 3.
Se siembran 7,5x105 células en placas de cultivo de 10 cm de diámetro, en medio DMEM comp leto. Cuando el
cultivo se encuentra subconfluente, se  cambia  el medio y se añade medio fresco con 4,5 g/l de glucosa (Glu+)
o medio sin glucosa (Glu-). Tras mantener las células en estas condiciones durante 24 horas, los cultivos se
tripsinizan y se procesan para evaluar la actividad de las caspasas 9 y 3 como se indica e n Materiales y Mé todos.
Los resultados son la me dia (±SD) d e dos experimen tos.
El butirato como fuente alternativa de energía
La eliminación de la glucosa del medio de cultivo de las células BCS-TC2 y BCS-
TC2.BR2 induce apoptosis. Por otro lado, in vivo, el butirato constituye la principal fuente de
energía para las células del epitelio colónico. Por tanto, se ha planteado la cuestión de si al
eliminar la glucosa de los medios de cultivo, el butirato puede ser utilizado como fuente
alternativa de energía evitando que se desencadenen los procesos que conducen a la muerte
celular. Para analizar este aspecto, se ha estudiado como evolucionan las curvas de
proliferación bajo distintas condiciones, presencia o ausencia de glucosa y/o butirato en el
medio de cultivo; los efectos sobre la proliferación de las células en estas condiciones se han
evaluado a lo largo de 10 días (Figura 36).
El descenso observado en la curva de proliferación de ambas líneas celulares tras la
eliminación de la glucosa (Figura 36 C y D), reflejo de un menor número de células, debe ser
consecuencia de que en el cultivo se esta produciendo muerte celular que no es compensada
por ciclos de división celular. Este efecto se puede relacionar con el proceso de inducción de
apoptosis, comentado anteriormente, producido tras la eliminación de la glucosa. El
mantenimiento de los cultivos sin glucosa durante 10 días, termina dañando por igual los
cultivos de ambas líneas celulares por la falta de aporte energético.
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Figura 36.- Efecto de la glucosa y del butirato sobre la proliferación celular.
Se siembran 104 células BCS-TC2 (A y C) o BCS-TC2.BR2 (B y D) por pocillo de placas de 96 pocillos. A los
3 días, cuando el cultivo se encuentra en fase exponencial, se cambia el medio de cultivo y se añade medio fresco
en ausencia (Glu-) en presencia de glucosa (G lu+; 4,5 g/l) y/o b utirato (0,5 o  2 mM ) (la flecha indic a este
momen to). A distinto tiem po se eva lúa la proliferación celular mediante el ensayo del MTT, como se describe
en Materiale s y Métod os. Cada punto representa la media de los valores obtenidos en dos experimentos
empleando 8  pocillos para cada p unto. La desviación estánda r es inferior al 1% en todo s los casos.
Sin embargo, la adición de butirato a los cultivos en ausencia de glucosa evita que estos
efectos sean tan drásticos. Así, las curvas obtenidas en ausencia de glucosa y en presencia de
butirato sódico 0,5 o 2 mM ponen de manifiesto que el proceso de muerte celular y
multiplicación se pueden compensar; llegándose incluso a apreciarse crecimiento (Figura 36
C y D) aunque en menor medida que en las células que se cultivan en presencia glucosa
(Figura 36 A y B). Parece, por tanto, que la capacidad de ambas líneas celulares para proliferar
en ausencia de glucosa puede ser debida a la utilización del butirato como fuente alternativa
de energía. No obstante, esta capacidad no se incrementa con la concentración de butirato, sino
que se aprecia mayor efecto a 0,5 mM que a 2 mM. Estudios llevados a cabo en células HT29
y S/RG/C2, muestran también que concentraciones bajas de butirato (0,5-2 mM) estimulan la
proliferación de las células mientras que concentraciones mayores (4-6 mM) inhiben la
proliferación (Singh y col., 1997).
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Una posible explicación a esta acción contrapuesta del butirato en ausencia de glucosa
podría fundamentarse en la capacidad con la que las células metabolizan el butirato. A bajas
concentraciones, este agente se metabolizaría totalmente para obtener energía, lo que
provocaría una reducción de la concentración de butirato intracelular y, por tanto, una
reducción de sus propiedades antiproliferativas. Sin embargo, a altas concentraciones, no todo
el butirato sería metabolizado y la concentración del agente en el interior de la célula se
elevaría, provocando otros efectos sobre las células. Estos efectos podrían asemejarse a los
descritos in vivo. Así, se ha sugerido que existe un gradiente de concentración de butirato a lo
largo del eje colónico cripta-cara luminal, con una menor concentración en la base de las
criptas (de menor accesibilidad al contenido del lumen), observándose el efecto estimulador
del crecimiento en esta región. La mayor concentración de butirato en la cara que se expone
directamente al lumen desencadena un efecto antiproliferativo y diferenciador (Csordas, 1996).
A pesar de esta similitud con los efectos in vivo, las células tumorales presentan una mayor
sensibilidad a los efectos del butirato. Esto podría estar causado por la propia naturaleza de
las células tumorales, ya que, a diferencia de las correspondientes células normales, la captura
y metabolización de la glucosa es mayor (Flier y col., 1987; Waki y col., 1998). De este modo,
la respuesta de las células tumorales al butirato podría estar alterada debido a las diferencias
en los requerimientos de glucosa, lo que provocaría una acumulación intracelular de butirato
y explicaría la mayor sensibilidad a este agente. 
Por otro lado, también hay que señalar que, aunque ambas líneas celulares son capaces
de proliferar en ausencia de glucosa cuando hay butirato en el medio de cultivo, parece que
las células BCS-TC2 tienen una mayor dificultad para crecer en estas condiciones, siendo el
efecto más acusado para concentraciones de butirato sódico de 2 mM (Figura 36 C y D). Esto
podría apuntar a la existencia de rutas de metabolización del butirato más activas en las células
BCS-TC2.BR2. Esto no resulta del todo extraño ya que, a pesar de que las células BCS-
TC2.BR2 se obtuvieron a partir de las células BCS-TC2, la selección se realizó creciendo de
manera continua en presencia de butirato y, hasta el momento de la siembra para la realización
de estos experimentos, no se eliminó el agente del medio de cultivo. El crecimiento continuado
en presencia de este agente, por tanto, ha podido provocar la selección de una población en la
que se han activado rutas antes “silenciosas” para paliar los efectos del butirato.
En cuanto al efecto del butirato sobre los cultivos que crecen en presencia de glucosa
(Figura 36 A y B), se aprecia una inhibición del crecimiento en las células BCS-TC2 y una
adaptación a estas condiciones de las células BCS-TC2.BR2. En la misma línea que los
razonamientos anteriores, el efecto sobre las células BCS-TC2 podría estar causado por una
acumulación intracelular del butirato provocada por una utilización preferente de la glucosa
por parte de las células BCS-TC2. Dado que la concentración de glucosa extracelular es la
misma para ambas líneas celulares (4,5 g/l), la mayor utilización de glucosa podría deberse a
una mayor captura de glucosa por parte de las células BCS-TC2 y, por tanto, una mayor
concentración de glucosa intracelular. Las diferencias en la captura de glucosa entre ambas
líneas celulares podrían estar causadas por una distinta expresión de transportadores
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encargados de capturar y transportar la glucosa al interior celular. Por este motivo, a
continuación se ha estudiado la expresión de algunos miembros de la familia de
transportadores de glucosa, también conocidos como GLUTs.
Transportadores de glucosa
Actualmente se conocen 9 miembros de esta familia (GLUT 1-9) que se diferencian
entre si por su afinidad por la molécula transportada, el tipo de azúcar transportado y su
expresión tisular (apartado1.6). El GLUT1 juega un papel importante en el transporte de
glucosa a través de las barreras tisulares, en especial de la barrera hemato-encefálica, de ahí
que se detecte una fuerte expresión en las células endoteliales que forman los capilares de esta
barrera. En otros tejidos es difícil su detección, sin embargo, el GLUT1 se expresa en la
mayoría de las células de distintos tipos de cáncer (Younes y col., 1996; Binder y col., 1997;
Grover-McKay y col., 1998). Por las respuestas observadas a la eliminación de glucosa, y dada
la implicación de este transportador en los procesos tumorales, se ha procedido a evaluar su
expresión en las células BCS-TC2 y BCS-TC2.BR2. Al igual que en los experimentos de
eliminación de glucosa, y dado que el butirato modifica la expresión génica de múltiples
proteínas, se ha eliminado este agente del medio de cultivo de las células BCS-TC2.BR2 y,
en estas condiciones, se han comparado los niveles constitutivos del GLUT1 en ambas líneas
celulares. Ya que se ha descrito que un elevado porcentaje de este transportador está localizado
en la membrana plasmática, se han utilizado para las valoraciones preparaciones de
membranas celulares, calculándose que estas fracciones se enriquecen en unas 12 veces en el
GLUT1 (McMahon y col., 2000). Los resultados obtenidos se recogen en la figura 37.
Figura 37.- Expresión constitutiva de los transportadores de glucosa GLUT1 y GLUT4.
Se siembran 7,5x105 células por cada placa de cultivo de 10 cm de diámetro, en medio DMEM completo. Cuando
las células alcanzan la confluencia, se lavan con PBS y se procede a la obtención de membranas celulares según
se describe en Materiales y Métodos. La separación de 40 mg de proteínas de extractos membranosos se realiza
por electrofore sis en geles de p oliacrilamid a al 10%  en presenc ia de SD S, tras lo cual se  lleva a cabo  la
transferencia  e inmunodetección. Como control positivo se utilizan preparaciones de membranas de cerebro y
músculo  de rata. El an ticuerpo an ti-GLUT 1 se emp lea a una diluc ión 1/4.00 0, el anti-GLU T4 a 1 /1.000 y el a nti-
IgG de conejo a 1/3.000. El revelado se lleva a cabo empleando reactivos de ECL.
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 Tanto en las células BCS-TC2 como en las BCS-TC2.BR2 aparece una banda muy
ancha en torno a 59 kDa y bandas de masa molecular superiores; este perfil electroforético se
corresponde con las distintas formas glicosiladas del GLUT1. El densitometrado de las bandas
muestra que los niveles de expresión del GLUT1 en las células BCS-TC2 son
aproximadamente 5 veces superiores a los que presentan las células resistentes a butirato.
Otro de los transportadores de glucosa es el GLUT4, que fisiológicamente tiene una
expresión muy limitada; se sintetiza en adipocitos y células musculares (que responden a
insulina), y su expresión se relaciona con procesos de diferenciación (Viñals y col., 1997).
Junto con el GLUT1, la expresión del GLUT4 también se ha descrito en algunos tumores de
mama y en algunas líneas celulares tumorales (HL60, MDA-MB231, SK-BR3 y KB) (Binder
y col., 1997). Por otro lado, en un estudio utilizando70 tumores gástricos se ha observado que
el GLUT4 es el transportador de glucosa más expresado; se expresa más que el GLUT1
(Noguchi y col., 1999). Aunque el GLUT4 no se ha detectado en epitelio normal de pulmón,
sí se ha descrito su expresión en algunos carcinomas pulmonares, localizándose en las zonas
de regeneración. Sin embargo, el GLUT1 se localiza preferentemente en zonas centrales y en
áreas necróticas (Ito y col., 1998). Por ello también se ha evaluado su expresión en las líneas
celulares objeto de estudio (Figura 37). La detección de una banda en torno a los 50 kDa en
ambas líneas celulares sorprende ya que el GLUT4 no suele detectarse en tejido colónico
tumoral (Grover-McKay y col., 1998; Noguchi y col., 2000). Por otro lado, como en el caso
de GLUT1, la expresión del GLUT4 es mayor en las células BCS-TC2 (aproximadamente
unas 5 veces).
Incrementos en la expresión de estos dos transportadores se pueden relacionar con un
aumento en el transporte y en la utilización metabólica de la glucosa (Mueckler, 1994; Waki
y col., 1998, Smith y col., 1999), que sería mayor en el caso de las células BCS-TC2. De este
modo, el butirato no se metabolizaría tanto y provocaría los efectos antiproliferativos,
diferenciadores e inductores de apoptosis ya comentados. Además, así se podría explicar los
efectos observados en la curva de proliferación (Figura 36 A y B) teniendo en cuenta un efecto
distinto del butirato en ambas líneas celulares cuando se cultivan en presencia de glucosa. No
obstante, hay que considerar que existen otros tipos de transportadores de glucosa
dependientes (SGLTs) o independientes (otros GLUTs) de energía que podrían también
expresarse de modo diferencial en ambas líneas celulares y que podrían modificar la tasa
metabólica de glucosa en cada una de ellas. También habría que tener en cuenta que, en otras
líneas celulares, la incorporación metabólica de la glucosa no se correlaciona con los niveles
del GLUT1 ni con el transporte del azúcar, sino que su metabolización más bien depende de
la actividad mitocondrial (fosforilación oxidativa) de cada célula (Aloj y col., 1999). 
También se ha estudiado el efecto del butirato y/o la eliminación de la glucosa en la
expresión del GLUT1 tanto en las células BCS-TC2 como en las células BCS-TC2.BR2. En
la figura 38 se muestran los resultados de la expresión de GLUT1 en las células BCS-TC2
cultivadas en medio con diversas concentraciones de glucosa y en presencia o en ausencia de
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butirato. La eliminación de la glucosa del medio de cultivo provoca un incremento en la
expresión del GLUT1, así como la aparición de una nueva banda proteica en torno a los 47
kDa. Esta inducción podría justificarse como una respuesta de la célula para intentar capturar
más glucosa (incrementando el número de transportadores) cuando comienza a detectar que
los niveles del azúcar disminuyen hasta desaparecer. 
Figura 38.- Efecto de la glucosa y del butirato en los niveles de GLUT1 de las células BCS-TC2.
Se siembran 7,5x105 células por cada placa de cultivo de 10 cm de diámetro, en medio DMEM completo. Cuando
las células se encuentran en fase confluente, se retira el med io y se añade  medio fresc o en ausen cia o en pre sencia
de distintas concentraciones de glucosa y/o butirato sódico 2 mM. A las 48 horas, se recogen los extractos
celulares por raspado y se aíslan las membranas celulares como se indica en Materiales y Métodos. En la figura
se muestran los nivele s de GLUT1  analizados por Western blot. Se separan 20 mg de proteína de extractos de
membrana mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 10%, se transfieren a membranas de nitrocelulosa
y se someten a inmunod etección. El anticuerpo an ti-GLUT1  se emplea a una dilución 1/4.000 y el anti-IgG de
conejo marcado con peroxidasa a 1/3.000 . El revelad o se lleva a cab o por E CL. En la  parte derecha de la figura
se recoge la cuantificación tras densitom etrado de los corresp ondientes geles.
El incremento en GLUT1 se ha descrito también para otras líneas celulares (Takano y
col., 1988; Wertheimer y col., 1991) aunque la respuesta es dependiente del origen tisular, del
tipo de línea celular y de los niveles constitutivos. Por ejemplo, en célula gliales, después de
24 horas en ausencia de glucosa el transportador se incrementa de 3 a 4 veces, pero no se
afecta él de las células neuronales (Walker y col., 1988).
Esta inducción ha llevado a algunos autores a calificar al transportador GLUT1 como
miembro de la familia de las GRPs (Glucose-Regulated Protein, pertenecientes a la familia
de las HSPs pero que actúan en respuesta a glucosa en vez de a estrés térmico) que, aunque
son estructuralmente distintos, responden de igual modo ante los mismos estímulos
(Wertheimer y col., 1991). El incremento en la expresión de GLUT1 puede estar causado
también por una disminución en el recambio normal de este transportador como sistema de
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ahorro energético ante la ausencia de glucosa. Además, esta inducción puede ser reversible,
retornando a los niveles basales de expresión cuando se repone la glucosa en el medio de
cultivo (Walker y col., 1988).
En la figura 38 también se recoge el efecto del butirato en la expresión del GLUT1. La
presencia de butirato 2 mM durante 48 horas, en los cultivos con glucosa, incrementa la
expresión del GLUT1 en las células BCS-TC2, no observándose este incremento en ausencia
de glucosa. Esta inducción no resulta extraña ya que, como se ha comentado, este agente
modula la expresión de numerosas proteínas presumiblemente por activación transcripcional
inducida por la hiperacetilación de las histonas (Pouillart y col., 1998). En estas condiciones
la glucosa se metabolizaría con fines energéticos y el butirato se utilizaría con fines
“reguladores”, alterando la expresión de proteínas. Otra posible explicación es que en estas
condiciones el butirato induzca apoptosis, alterándose la actividad mitocondrial y
provocándose la generación de radicales libres frente a lo que la célula tiene que responder.
La incorporación de la glucosa desde la ruta glicolítica a la ruta de las pentosas podría hacer
frente a la elevada concentración de radicales libres (Sun, 1990) pero ello conlleva un gasto
extra de glucosa que se conseguiría incrementando su captura y, por lo tanto, la expresión del
GLUT1.
El incremento inducido en la expresión del GLUT1 por butirato no es un hecho
generalizado; este efecto es específico de especie y del tipo celular. Así en la línea celular
LLC-PK1 de hígado de cerdo se incrementa el mRNA del transportador tras sólo 24 horas en
contacto con el butirato. Por el contrario, en células HepG2, de hepatoblastoma, células HT29,
de carcinoma de colon, COS, de fibroblastos de mono, y RIN-m5F, los niveles de mRNA
disminuyen considerablemente (Takano y col., 1988; Fernández-Mejía y Davidson, 1993;
Tiedge y Lenzen, 1996). Además, esta disminución en los niveles del GLUT1 va acompañada
de una reducción en el transporte de glucosa y se ha sugerido que todo ello puede estar
causado por cambios en la glicosilación del transportador provocados por el butirato
(Fernández-Mejia y Davidson, 1993).
La inducción del GLUT1 por butirato casi no se observa cuando las células se cultivan
en ausencia de glucosa, condiciones en las cuales el nivel del transportador ya se ha
incrementado. En la línea LLC-PK1 de hígado de cerdo se describieron efectos similares en
cuanto a la inducción del GLUT1 por butirato; sin embargo, la eliminación de la glucosa del
medio de cultivo reducía considerablemente el efecto ejercido por el butirato en presencia de
glucosa (Takano y col., 1988). Por ello, se sugirió que el efecto del butirato podía ser
dependiente de la presencia de glucosa en el medio de cultivo. En este sentido, está
ampliamente descrito que la glucosa y/o sus metabolitos juegan un importante papel en la
regulación transcripcional de determinados genes o en la estabilidad del mRNA (Dang y col.,
1997). En el caso de las células BCS-TC2 se puede, por tanto, pensar que al mantenerse en
presencia de butirato, y éste utilizarse principalmente con fines energéticos para paliar la falta
de glucosa, no se observaría una inducción adicional de proteínas respecto al incremento
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observado tras la eliminación de glucosa.
Cuando se analizan estos efectos en las células BCS-TC2.BR2, la tendencia observada
ante los diferentes estímulos es similar a la obtenida en las células BCS-TC2 (Figura 39). Sin
embargo, la proporción que existe entre las formas de mayor masa molecular y la banda de 47
kDa, que aparece en los cultivos sin glucosa, es diferente en ambas líneas celulares. Mientras
que en las células BCS-TC2 las formas mayoritarias del GLUT 1 están glicosiladas (relación
de 6 a 8 veces), en las células BCS-TC2.BR2, la proporción entre las formas glicosiladas y la
banda de 47 kDa (relación en torno a 1) es similar.
Figura 39.- Efecto de la glucosa y el butirato en la expresión de GLUT1 de las células BCS-TC2.BR2.
Se siembran 7,5x105 células por cada placa de cultivo de 75 cm2 de superficie en medio DMEM completo.
Cuando las células se enc uentran en fase  confluente, se re tira el medio  y se añade m edio fresco en ausencia o en
presencia  de glucosa (4,5 g/l) y/o distintas concentraciones de butirato sódico. A las 48 horas, se recogen los
extractos celulares por raspado y se aíslan las membranas celulares como se indica en Materiales y Métodos. En
la figura se mues tran los niveles de expresión del GLUT1  analizados por Western blot. Se separan 20 mg de
proteínas de extractos de membrana por electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% en presencia de SDS,
se transfieren a membranas de nitrocelulosa y se someten a inmunodetección. El anticuerpo anti-GLUT1 se
emplea a una dilución 1/4.000 y el anti-IgG de conejo marcado con peroxidasa a 1/3.000. El revelado se lleva
a cabo mediante ECL
La banda de 47 kDa, más abundante en las células BSC-TC2.BR2, cabe pensar que sea
la forma desglicosilada del GLUT1 ya que aparece sólo cuando las células se cultivan en
ausencia de glucosa. En estos cultivos, la glucosa remanente en el interior de la célula
glicosilaría los nuevos transportadores que se están biosintetizando (inducidos por la
eliminación de glucosa) y daría cuenta del incremento observado en las formas glicosiladas.
Sin embargo, llegaría un momento en que la glucosa podría llegar a desaparecer o se utilizaría
para otras rutas más vitales. Así, la célula no sería capaz de glicosilar los GLUT1 recién
biosintetizados, lo que justificaría la aparición de una banda de 47 kDa correspondiente al
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GLUT1 no glicosilado. Aunque se ha descrito que muchas glicoproteínas que sufren una
glicosilación aberrante permanecen en el retículo endoplásmico interaccionando con
caperonas, en el caso del GLUT 1 parece que la forma no glicosilada puede llegar a la
membrana plasmática, como se ha puesto de manifiesto en las células 3T3-L1 en ausencia de
glucosa (McMahon y col., 2000).
Para comprobar si la banda de 47 kDa corresponde a la forma no glicosilada, extractos
de membrana se trataron con Endoglicosidasa F/N-glicosidasa F, actividades enzimáticas
capaces de desglicosilar a numerosas glicoproteínas. El resultado obtenido se recoge en la
figura 40. Como se puede apreciar, en los cultivos con glucosa se detecta un conjunto de
bandas en torno a los 60 kDa y superiores, que desaparece cuando el extracto se incuba con
las glicosidasas, apareciendo una banda mayoritaria de 47 kDa. Lo mismo ocurre en los
extractos procedentes de cultivos que se han mantenido en ausencia de glucosa. El tratamiento
enzimático provoca la desaparición de las bandas de mayor masa molecular e incrementa la
ya existente, indicando que se trata de la forma desglicosilada de GLUT1.
Figura 40.- Desglicosilación de GLUT 1 por endoglicosidasa F/N-glicosidasa F.
Los extractos de membrana en presencia o en ausencia de glucosa se obtienen como se indica en la figura 39. Se
incuban 40 mg de proteínas de m embranas celulares 18 horas a 37ºC con 0,2 U de endoglicosidasa F/N-
glicosidasa F, en el tampón adec uado, como  se indica en Materiales y M étodos. El resultado d e la incubación se
analiza por Western blot. El anticuerpo anti-GLUT1 se emplea a una dilución 1/4.000 y el anti-IgG de conejo
marcado con peroxidasa a 1/1.000. El revelado se lleva a cabo por ECL.
La presencia de bandas más tenues de alta masa molecular en los extractos tratados con
la enzima, y sin descartar que se traten de formas poliméricas,  podrían indicar la existencia
de regiones resistentes a esta digestión. En este sentido, se ha descrito, en híbridos de células
Hela y fibroblastos, que el GLUT1 contiene cadenas ramificadas de tipo tri- o tetra-antena de
oligosacáridos con repeticiones de N-acetil-lactosamina, que resultan resistentes a la digestión
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por la enzima endoglicosidasa F (Kitagawa y col., 1995). También, el hecho de que
cuantitativamente la banda correspondiente al GLUT1 desglicosilado sea más intensa en los
extractos sin glucosa que en presencia del azúcar una vez digeridos con la enzima, confirma
la inducción del GLUT1 en situaciones restrictivas de glucosa.
Las estructuras oligosacáridas de numerosas proteínas pueden jugar un importante
papel en la secreción de proteínas, en el reconocimiento célula-célula y en el tráfico de
proteínas en orgánulos celulares. Numerosos estudios han asignado funciones diversas para
la N-glicosilación de los GLUTs. Los resultados de Asano y colaboradores (1991) sugieren
que, aunque la N-glicosilación de los transportadores no es indispensable para la actividad
transportadora de los GLUTs, parece que juega un importante papel en el mantenimiento de
una estructura con gran afinidad por glucosa, que provoca un incremento en su actividad
transportadora. En células leucémicas, los cambios en la N-glicosilación no afectan a la
distribución del GLUT1 y el transportador se localiza en la membrana plasmática, pero se ha
sugerido que la presencia del GLUT1 glicosilado en la superficie celular podría jugar un papel
importante en el crecimiento y mantenimiento del fenotipo leucémico, incrementando la
presencia de glucosa como nutriente en el microambiente local (Ahmed y Berridge, 1999). Es
más, en híbridos de células Hela y fibroblastos, los cambios en la glicosilación de la proteína
GLUT1 están asociados con un gen supresor tumoral mutado y así, la afinidad por la 2-
desoxiglucosa del híbrido tumorigénico, que expresa el GLUT1 más glicosilado, es dos veces
mayor que en el híbrido no tumorigénico (Kitagawa y col., 1995). 
En las células BCS-TC2 y BCS-TC2.BR2 no se pueden establecer correlaciones entre
la glicosilación y la tumorigenicidad, ya que los niveles de expresión de GLUT1 no son
comparables entre ambas líneas celulares. Sin embargo, para poder relacionar las diferencias
observadas en la expresión de este transportador entre ambas líneas celulares, se ha evaluado
la expresión del GLUT1 en otras sublíneas tumorigénicas derivadas de las células BCS-TC2.
En la figura 41 puede apreciarse que la expresión del GLUT1 en las células BCS-TC2
no tumorigénicas es superior a la del resto de las líneas tumorigénicas analizadas. Este
resultado parece indicar una relación inversa entre la expresión de GLUT1 y la malignidad de
las células. Sin embargo, estos datos no concuerdan con lo documentado para otros sistemas
celulares. Por ejemplo, el análisis de distintos cortes tisulares de la secuencia colónica
adenoma-carcinoma muestra que GLUT1 se expresa en las etapas tardías de la transformación
maligna, considerándose como un marcador de progresión tumoral y de mal pronóstico
(Younes y col., 1996; Haber y col., 1998). Lo mismo ocurre para otros tejidos tumorales
(Binder y col., 1997; Younes y col., 1997; Grover-McKay y col., 1998). En esta línea, la
expresión del GLUT1 en tumores más agresivos se relaciona con una ventaja selectiva de las
células más malignas in vivo, ya que, tienen una actividad metabólica más alta y normalmente
se encuentran en regiones donde el acceso a la glucosa está reducido. Así, se ha descrito un
incremento de este transportador en áreas centrales y necróticas del tumor (Ito y col., 1998),
donde la accesibilidad de nutrientes es menor. Las células BCS-TC2, a pesar de presentar una
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expresión mayor del GLUT1 que las líneas tumorigénicas, lo que facilitaría en principio su
capacidad maligna, debe requerir otros factores (secreción de MMPs, factores angiogénicos,
etc.) para poder exhibir potencial tumorigénico.
Figura 41 .-Expresión del G LUT1 e n distintas líneas celulares.
Se siembran 7,5x105 células por cada placa de cultivo de 10 cm de diámetro en medio DMEM completo. Cuando
las células se encuentran en fase confluente, se retira el medio y se procede en idénticas condiciones a las
descritas en la figura 37. En la figura se muestra la expresión de GLUT1 analizada por Western blot. El
anticuerpo anti-GLU T1 se em plea a una d ilución 1/4.0 00 y el anti- IgG de conejo marcado con peroxidasa a
1/3.000. El revelado se lleva a cabo mediante ECL.
En un reciente estudio histológico en adenomas colorrectales, aunque se describe la
elevada expresión del GLUT1 en tumores mas agresivos, parece que la expresión depende
también del estado de diferenciación celular (mayor grado de diferenciación menos expresión
de GLUT1) (Sakashita, 2001). También en una linea eritroblástica de pollo, que expresa
GLUT1 y GLUT3, se ha observado una reducción de la expresión después de inducir la
diferenciación (Grdisa y White, 2000). Por ello, podría pensarse que el mayor grado de
diferenciación en las líneas analizadas podría dar cuenta de la reducción en la expresión de
GLUT1. Sin embargo, las células BCS-TC2.2 son tumorigénicas pero menos diferenciadas que
las parentales.
4.5.2 Resistencia al estrés térmico
Una respuesta común de todas las células a temperaturas anormalmente altas o a
insultos metabólicos o ambientales es la estimulación de la expresión del grupo de proteínas
de choque térmico (HSPs) (apartado 1.5). Niveles elevados de expresión constitutiva de las
HSPs podrían contribuir a que las células muestren una mayor supervivencia en condiciones
ambientales adversas.Por otro lado, durante la carcinogénesis se han observado alteraciones
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en los niveles de expresión de distinas HSPs, sin embargo, los datos son escasos y en muchos
casos contradictorios (Sarto y col., 2000). Por ello, se procedió a analizar los niveles de
proteína constitutivos de distintas HSPs en las células BCS-TC2 y BCS-TC2.BR2. Además,
también se ha analizado la expresión de estas proteínas en las células BCS-TC2.2, cuyas
características están recogidas en la tabla VIII, para determinar si existe alguna correlación con
la capacidad tumorigénica en este sistema. Los resultados obtenidos se recogen en la figura
42. 
Figura 42. Expresión basal de las HSPs en las diferentes líneas celulares.
Se analizan mediante electroforesis de geles de poliacrilamida (10%) en presencia de SDS y cond iciones
reductoras,  7 mg de prote ína total de las c élulas BCS -TC2, B CS-T C2.2  y BCS-TC2.BR2 cultivadas en
condiciones estándar. Las proteínas se transfieren a membranas de nitrocelulosa y se someten a immunodetección
como se indica en Materiales y métod os. Los correspon dientes anticuerpos anti-HSP s se emplean a una dilución
1:5.000; el anti-IgG de ratón y el anti-IgG de rata marcados con peroxidasa se emplean a una dilución de 1:5.000
y 1:20.000 respectivamente. El revelado se lleva a cabo por ECL como se describe en Materiales y métodos. En
la figura se muestra el densitometrado del resultado obtenido y mostrado en el inserto. Los resultados están
expresados como el volumen de banda d ensitometrada correspondiente a cada HSP normalizada respecto al
correspo ndiente  volumen de la proteína control, al que se ha asignado el valor de 1. Se muestran los resultados
(media ± SD) de tres experimentos independientes.
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Como se puede observar en la figura 42, los niveles de la HSC 70 son prácticamente
iguales en todas las líneas celulares. Este resultado está de acuerdo con los datos que
establecen que en la mayor parte de las líneas celulares de mamífero, la HSC 70 se expresa
constitutivamente y sus niveles están controlados principalmente por factores que afectan a
la proliferación celular (Lindquist y Craig, 1988; Sacchi y Schiaffonati, 1996; Mangurten y
col., 1997). En este caso, la expresión de la HSC 70 es bastante alta en condiciones controles
o basales, al igual que se ha descrito para otras células en fase proliferativa (Schiaffonati y col.,
1991). Además, puesto que todas las células se han recogido en idénticas condiciones de
crecimiento, esto justificaría que no se aprecien diferencias significativas en los niveles de la
HSC 70 entre ellas. Asimismo, distintos estudios han sugerido un posible papel de la HSC 70
en la transformación celular debido a su capacidad para unirse a ciertas proteínas oncogénicas
(Stürzbecher y col., 1988) o porque su sobreexpresión suprime la transformación de
fibroblastos embrionarios de ratón (Yehiely y Oren, 1992). Sin embargo, en este caso, con los
resultados obtenidos no es posible establecer una correlación entre la expresión de esta
proteína y la adquisición de un fenotipo tumorigénico y/o maligno en estas células. 
A diferencia de lo que ocurre con la HSC 70 se aprecian variaciones significativas en
los niveles de proteína de HSP 70 (Figura 42). Un primer aspecto a mencionar es su expresión
en condiciones normales de crecimiento en ausencia aparente de cualquier tipo de estrés; está
ampliamente aceptado que la HSP 70 se expresa mínimamente en condiciones basales. Sin
embargo, se ha descrito que las líneas celulares de primates expresan niveles significativos de
la HSP 70 bajo condiciones fisiológicas normales (Milarski y Morimoto, 1986; Mangurten y
col., 1997). Teniendo en cuenta que las líneas celulares humanas suelen derivar de tumores
o se inmortalizan por infección viral o transformación, se ha sugerido que la expresión
constitutiva de HSP 70 podría reflejar meramente un estado patológico. Además, puesto que
las células en cultivo se mantienen en un entorno radicalmente distinto, el patrón de expresión
de proteínas podría no corresponder al de los tejidos normales o intactos. Sin embargo,
distintos estudios apuntan a que existe un cierto grado de expresión constitutiva de HSP 70
en determinados tejidos humanos (Mangurten y col., 1997) o de otras especies (Beck y col.,
1995 a y b). También, se ha descrito la presencia de HSP 70 en colon normal de rata (Beck y
col., 1995a), sugiriéndose que esta expresión es debida a características intrínsecas de las
células más que a condiciones fisiológicas o ambientales (por ejemplo, presencia de bacterias
causantes de estrés, etc.) (Beck y col., 1995a y b). 
El nivel de la proteína HSP 70 observado en las células BCS-TC2.BR2 es casi el doble
que el de las células parentales. Numerosos estudios revelan que los niveles de algunas HSPs
se incrementan con la diferenciación celular (Mivechi y col., 1994; García-Bermejo y col.,
1995). Sin embargo, otros resultados indican que, aunque la HSP 70 se induce por butirato,
no es requerida estrictamente durante el proceso de diferenciación (García-Bermejo y col.,
1997). En este caso, los niveles de la HSP 70 de las células BCS-TC2.2 son más elevados que
en las células parentales y sin embargo, su grado de diferenciación es menor (López-Conejo
y col., 1997). Por tanto, no parece existir una correlación entre los niveles de esta proteína y
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el grado de diferenciación de las células. Sin embargo, sí parece darse una correlación entre
la expresión de la proteína y la capacidad tumorigénica de las células. Estos resultados
coincidirían con los que sugieren que la expresión de la HSP 70 es mayor en tumores malignos
que en lesiones benignas del mismo origen (Athanassiadou y col., 1998; Kaur y col., 1998).
En concreto, en carcinomas colorrectal y de mama, la expresión de la HSP 70 se ha
correlacionado con bajo grado de diferenciación y peor pronóstico (Takahashi y col., 1994;
Lazaris y col., 1995; Lazaris y col., 1997), aunque en carcinoma renal y en células escamosas
de esófago se ha asociado con un buen pronóstico (Santarosa y col., 1997; Kawanishi y col.,
1999).
En cuanto a la expresión constitutiva de la HSP 60 también se aprecian diferencias
entre las tres líneas celulares siendo menor en las células BCS-TC2. La HSP 60 se expresa
constitutivamente en la mayor parte de las células normales y se ha detectado en la mayoría,
si no en todas las células neoplásicas (Hsu y Hsu, 1998). Sin embargo, a diferencia de otras
HSPs, existen menos estudios que evalúen las interrelaciones entre los niveles de esta proteína
y los procesos tumorales. En este contexto, recientemente se ha descrito un incremento en la
expresión de la HSP 60 en pólipos de colon respecto del tejido colónico normal (Melis y
White, 1999). Estos resultados estarían en concordancia con lo observado en las células de
adenocarcinoma de colon objeto de este estudio, donde se observa un incremento en los
niveles de la HSP 60 en las células con capacidad tumorigénica respecto a las no
tumorigénicas.
A diferencia de la HSP 60, los estudios relativos a cambios en los niveles de expresión
de HSP 27 en procesos tumorales son bastante abundantes. La mayoría de las líneas celulares
normales sintetizan poco la proteína HSP 27, siendo por tanto casi indetectable en condiciones
basales (Arrigo y Landry, 1994). Sin embargo, en las células transformadas analizadas se
observa una expresión clara de esta proteína. En tumores humanos se ha encontrado que el
nivel de expresión de la HSP 27 es muy variable. Así, su expresión es baja en células humanas
de mama normales, variable en lesiones benignas y alta en tumores malignos (Thor y col.,
1991; Morino y col., 1997). Por ello, aunque hay datos conflictivos, los cambios en los niveles
de expresión de HSP 27 se han propuesto como un factor pronóstico importante en el cáncer
de mama (Thor y col., 1991), así como en otros tipos de tumores (Morino y col., 1997). Sin
embargo, los resultados obtenidos para estas células de adenocarcinoma de colon, apuntan
hacia una no modificación o un ligero descenso de la HSP 27 con la adquisición del fenotipo
tumorigénico. 
Estudios de hipertermia
En las células tumorales, la síntesis anormal de las HSPs puede ser atribuida, al menos
en parte, a los cambios en la tolerancia al calor (condiciones febriles) que acompañan a la
transformación maligna (Bardella y col., 1986; Sutherland y col., 1986; Tomasovic y Welch,
1986). De hecho, en algunos casos se han descrito respuestas al choque térmico alteradas en
ciertas células tumorales. Por ejemplo, se ha observado una inducción deficiente de la HSP
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70 en líneas celulares de linfoma de células B y en células de retinoblastoma (Mathur y col.,
1994; Davidson y col., 1995; Zhang y col., 1998). Asimismo, alteraciones en los niveles de
expresión de ciertas HSPs (fundamentalmente, HSP 70 y HSP 27) se correlacionan con un
aumento en la resistencia a apoptosis inducida por una gran variedad de agentes citotóxicos
(Jäättelä , 1999). Esto estaría relacionado con la resistencia de ciertos tumores a quimioterapia
(Bruey y col., 2000; Creagh y col., 2000b). Teniendo en cuenta estos hechos, se ha planteado
determinar si las células detectan el tratamiento térmico como un estímulo capaz de
desencadenar la respuesta al estrés mediante la inducción de distintas HSPs y si éstas son las
responsables del diferente comportamiento de las células BCS-TC2 y BCS-TC2.BR2 ante la
inducción de apoptosis.
La hipertermia induce muerte celular en una gran variedad de células tumorales. Sin
embargo, la supervivencia celular tras la hipertermia depende de la temperatura aplicada y de
la duración de la exposición (Li y Nussenzweig, 1996). En general, y aunque en las células de
mamífero comienzan a observarse alteraciones en su patrón de transcripción a partir de 39ºC,
normalmente se requieren temperaturas superiores a los 40°C para que se aprecie claramente
un incremento en la expresión de las HSPs. 
Los resultados de los niveles de proteína de distintas HSPs tras someter a las células
BCS-TC2 y BCS-TC2.BR2 a 42°C durante distintos periodos de tiempo se muestran en la
figura 43. En todos los casos, durante el tiempo de duración del ensayo, los niveles de las
respectivas HSPs en las células control, mantenidas siempre a 37°C, no experimentan
variaciones significativas. Como se puede apreciar en la figura 43, los niveles de la proteína
HSC 70 no varían significativamente con respecto a sus controles en las primeras 8 horas de
tratamiento; sólo a tiempos superiores, es posible apreciar un ligero descenso en la expresión
de esta proteína. Esta respuesta es cualitativamente similar en los dos tipos de células
analizados.
Por el contrario, en los niveles de la HSP 70 (Figuras 43) se detecta un aumento
significativo de esta proteína tras el estímulo térmico; corroborando las diferencias descritas
entre estos dos miembros de la familia de las HSP 70 (Feige y Polla, 1994). La HSC 70, de 73
kDa, desempeña un papel celular importante en condiciones normales y no es inducida en
situaciones de estrés, mientras que la HSP 70, de 72 kDa, es inducida en condiciones de estrés,
bajo las cuales se sabe que previene la agregación proteica, colabora en el correcto
plegamiento de las proteínas y participa en la protección de otras enzimas frente a una posible
inactivación (Skowyra y col., 1990; Li y Nussenzweig, 1996). En ambas líneas celulares, la
inducción de la HSP 70 no es lineal con el tiempo de tratamiento. Así, en las células BCS-TC2
aparece un máximo en torno a las 4-6 horas de tratamiento en el que los niveles de proteína
se han incrementado aproximadamente 3 veces, tras lo cual se aprecia un paulatino descenso
en los niveles de la HSP 70. Este descenso no se pone de manifiesto en las células BCS-
TC2.BR2. 
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Figura 43 .- Efecto de la hiper termia en la expr esión de HS Ps.
Los niveles de proteína de las diferentes HSPs se analizan mediante Western blot en ausencia (C) o después de
distinto tiempo de tratamiento térmico a 42ºC. Se analiza igual cantidad de proteína total de las distintas líneas
celulares mediante electroforesis de geles de poliacrilamida (10%) en presencia de SDS y condiciones reduc toras.
Las proteínas se transfieren a membranas de nitrocelulosa, realizándose la inmunodetección como se indica en
Materiales y Métodos. Los correspondientes anticuerpos anti-HSPs se emplean a una dilución 1:5.000; el anti-IgG
de ratón y el anti-IgG de rata marcados con peroxidasa se emplean a una dilución de 1:5.000 y 1:20.000
respectivamente. El revelado se lleva a cabo por ECL como se describe en Materiales y Métodos. En la figura
se muestra el densitometrado correspondiente al resultado obtenido, mostrado en el inserto, para las células BCS-
TC2 (a; punto negro) y BCS-TC2.BR2 (b; punto blanco). La cantidad de proteína está obtenida a partir del
volumen de banda densitometrada correspondiente a cada HSP normalizada respecto al correspondiente volumen
de la proteína control. Se asigna en todos los casos como 1 al valor obtenido en las células no sometidas a
tratamiento té rmico. El er ror de los tre s experime ntos indepe ndientes rea lizados es m enor del 7 %. 
La principal función de las HSPs en un ambiente de estrés es proporcionar protección
a la célula, y este poder de protección depende tanto del tiempo de exposición como de la
severidad del estrés. Cuando el agente estresante es eliminado, los niveles de las HSPs
disminuyen hasta sus niveles basales y, de este modo, las células pueden desarrollar sus
funciones normales. Sin embargo, si el grado de estrés se incrementa, la presencia de la HSPs
puede no ser capaz de proteger a la célula y entonces la célula muere. Así, la disminución en
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el nivel de la HSP 70 en las células BCS-TC2 con el tiempo de exposición se podría
correlacionar, no con la recuperación de los niveles basales de la HSP 70 en si, sino con la
inducción de muerte celular al no ser capaces estas células de resistir un estímulo continuado
de hipertermia a 42°C. La no disminución en los niveles de la HSP 70 en las células BCS-
TC2.BR2 podría estar relacionada con su capacidad tumorigénica y podría dar cuenta de una
mayor termotolerancia y, por tanto, una mayor resistencia a la muerte celular de estas células
por hipertermia a 42°C. Esto implicaría que se requiere un mayor daño para inducir la
respuesta. En este sentido, como se observa en la figura 43, el incremento en los niveles de la
HSP 70 es inferior y necesita tiempos más largos de hipertemia para ponerse de manifiesto.
Por otro lado, esta mayor termotolerancia podría ser consecuencia de la ligera mayor expresión
basal de esta proteína en las células BCS-TC2.BR2. En este sentido se ha descrito que la
sobreexpresión de uno o más genes hsp es suficiente para proteger las células contra otras
exposiciones letales al calor, a drogas citotóxicas, toxinas, etc. (Parsell y Lindquist, 1994). 
En lo que respecta a los niveles de la HSP 60 (Figura 43), mientras que se observa un
incremento en las células BCS-TC2, tanto mayor a más tiempo de tratamiento, en las células
BCS.TC2.BR2 prácticamente no se detecta modificación. Lo observado para las células BCS-
TC2.BR2 coincide con lo descrito en otros sistemas en los que esta HSP apenas se modifica
con el choque térmico (McMillan y col., 1998), aunque por su restringida localización podría
ser un buen marcador del daño que distintos agentes pueden ejercer de forma directa o
indirecta sobre la mitocondria. Teniendo en cuenta esto, la variación de la HSP 60 en las
células BCS-TC2 podría ser reflejo de muerte o deterioro celular, lo cual estaría en
concordancia con la disminución en los niveles de la HSP 70 a tiempos largo de tratamiento.
Como se observa en la figura 43, aunque se detecta un incremento en los niveles de la
HSP 27 para ambas líneas celulares, éste es considerablemente superior en las células BCS-
TC2.BR2. Además, se produce a tiempos de tratamiento superiores a los requeridos para
inducir el máximo de expresión para la HSP 70, lo que concuerda con lo descrito de que la
cinética de expresión de la HSP 27 va algo mas retardada que la de la HSP 70. Otro hecho a
destacar es que, en determinados casos, en los primeros momentos del estímulo se aprecia un
leve descenso en los niveles de la HSP 27. Esto ya se había observado previamente habiéndose
sugerido que puede ser debido a la reducción en la transcripción y en la traducción de mRNAs
que tiene lugar en la fase de alteración que acompaña al inicio del estrés (Burel y col., 1992).
Las HSPs de masa molecular pequeña confieren resistencia celular al estrés térmico y
participan en el fenómeno de termotolerancia, acelerando la recuperación de la transcripción
y síntesis de proteína, de la agregación proteica nuclear y previniendo la disrupción del
entramado de microfilamentos celulares. El mayor incremento observado en las células BCS-
TC2.BR2 podría dar cuenta de una mayor termotolerancia de estas células.
Por otro lado, también se observa que el anticuerpo específico frente a la HSP 27
reconoce dos proteínas en las células BCS-TC2.BR2 (Figura 43). Estudios previos han
mostrado en distintos tipos de células que la HSP 27 se fosforila después de distintos tipos de
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tratamientos estresantes (Oesterreich, 1990; Landry y col., 1991). Se ha sugerido que el grado
de fosforilación de la HSP 27 parece determinar la capacidad de las células para sobrevivir a
la hipertermia (Landry y col., 1991). Además, la HSP 27 presente en las células tumorales y
la de células no transformadas difieren en sus patrones de fosforilación lo que se ha
correlacionado con la resistencia o susceptibilidad a fármacos quimioterapéuticos (Têtu y col.,
1992; Ciocca y col., 1993). Así, la aparición de posibles isoformas de la HSP 27 en las células
BCS-TC2.BR2 y su ausencia en las parentales, BCS-TC2, podría estar relacionado con
diferencias en la resistencia a la apoptosis. 
 
Para verificar si las células BCS-TC2.BR2 presentan una mayor tolerancia térmica se
procedió a analizar la viabilidad celular. Para ello se evalua la actividad mitocondrial, reflejo
del número de células viables, inmediatamente después de someter las células a distintos
tiempos de tratamiento térmico a 42°C. Los resultados obtenidos en este estudio se recogen
en la figura 44. Como se puede apreciar, la viabilidad celular o la capacidad de proliferación
disminuye a medida que es mayor el tiempo de hipertermia. Además, a tiempos cortos no se
detectan diferencias significativas entre las dos líneas celulares. Sin embargo, éstas diferencias
se acusan a las 24 horas de tratamiento, cuando la viabilidad es considerablemente inferior en
las células BCS-TC2 (50%) que en las células BCS-BC2.BR2 (70%).
Figura 44.- Efecto de la hipertermia sobre la viabilidad celular.
Las células se incuban a  42°C d urante distinto tie mpo. Inm ediatamen te después se evalua la viabilidad celular
de los cultivos cuantificando la actividad mitocondrial mediante el ensa yo de MT T como se  indica en Materiales
y Métodos. Los resultados se expresan como porc entaje de viab ilidad celular, c onsideran do com o el 100 % la
actividad mitocondrial (A570nm) de las células control incubadas a 37°C.
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Estudios de choque térmico
Distintos estudios han revelado que, en dependencia del grado de estrés térmico
producido, se puede inducir muerte celular por apoptosis o por necrosis (Goto y col., 1999; Li
y col., 1999). Además se ha sugerido que mientras la exposición a condiciones de estrés
extremo son dañinas y pueden resultar en muerte celular, la exposición transitoria a
temperaturas elevadas (choque térmico) u otras formas de estrés tienen un efecto protector
contra la exposición letal de diferentes formas de estrés, lo que puede ser importante como
estrategia terapeútica o de supervivencia celular (Morimoto y Santoro, 1998). Así, se ha
planteado analizar la respuesta de ambos tipos de células después de una exposición transitoria
a temperatura elevada en dos condiciones térmicas distintas. Se han elegido como condiciones
moderadas un único estímulo de 2 horas a 42 ºC y distintos tiempos de recuperación posterior
a 37°C. Este tiempo de tratamiento se ha seleccionado porque en los estudios de hipertermia
no se observaba modificación significativa en los niveles de las HSPs (Figura 43) y la
viabilidad celular se mantiene por encima del 90% en todos los casos (Figura 44). Por otro
lado, como condiciones extremas de tratamiento se somete a las células a 45°C durante 2
horas. Estas condiciones, se han seleccionado porque en otros sistemas celulares inducen un
elevado porcentaje de muerte celular, incluso por necrosis, a diferencia de lo que ocurre en las
condiciones moderadas, donde la muerte celular se induce fundamentalmente por apoptosis
(Chien y Branemark, 1999). 
Los resultados obtenidos se recogen en la figura 45. Como se puede apreciar, y de
acuerdo con los resultados previos, no se detectan variaciones significativas en los niveles de
HSC 70 en ninguna de las líneas celulares e independientemente de las condiciones de
tratamiento térmico (Figura 45). Sin embargo, al analizar los resultados obtenidos relativos
a la variación de los niveles de la HSP 70, se pone de manifiesto que las células han detectado
el aumento transitorio de temperatura como una forma de estrés que desencadena la respuesta
al choque térmico con el consiguiente incremento en los niveles de la HSP 70. Los resultados,
si bien son cualitativamente similares, en las condiciones severas el incremento producido es
cuantitativamente superior. 
Como se puede observar, en las células BCS-TC2 sometidas a estímulo muestran un
incremento paulatino de sus niveles de la HSP 70, apareciendo un máximo aproximadamente
dos horas después de haber concluido el estímulo. Así, se produce un incremento de
aproximadamente 3 veces en las condiciones moderadas y de 6 veces en las condiciones
severas y, posteriormente, una disminución en los niveles de proteína. Si bien en los estudios
de hipertermia, se detecta también una disminución en los niveles, ésta se puede asociar a
muerte celular al mantenerse la fuente de estrés. En este caso, dado que está totalmente
aceptado que el tratamiento de las células a una temperatura subletal conduce a la expresión
inducida de ciertas HSPs de carácter transitorio (Morimoto y col., 1997), debería relacionarse
con una tendencia a recuperar los niveles basales. 
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Figura 45.- Efecto del choque térmico moderado y severo en la expresión de HSPs.
Los niveles de proteína de las diferentes HSPs se analizan mediante Western blot en ausencia (C) o después de
distinto tiempo de tratamiento térmico (T) moderado (42ºC) o severo (45ºC) y tras dejar distintos tiempos de
recuperación a 37ºC (T+X). Los análisis se llevan a cabo en condiciones idénticas a las descritas en la figura 43.
En la figura se muestran los resultados obtenidos para las células BCS-TC2 (a; punto negro) y BCS-TC2.BR2
(b; punto blanco). El error es inferior al 8% en todos los casos. En la parte de la derecha se comparan los niveles
de expresión basales de HSC 70 y HSP 70 de ambas líneas celulares, considerando como 1 el nivel basal de HSP
en las células BCS-TC2.
Por otra parte, en las células resistente a butirato, aunque se produce un incremento en
los niveles de la HSP 70, éste es considerablemente inferior, se produce algo más tardíamente
y se mantiene en el tiempo (Figura 45). Así, tras 24 horas, el incremento es aproximadamente
dos veces el del nivel basal. Este hecho podría ser debido a que, como se ha comentado
anteriormente el nivel basal de las células BCS-TC2.BR2 es aproximadamente el doble que
el de las células parentales. Así, distintos estudios sugieren que la reducción de los niveles de
la HSP 70 da lugar a células más susceptibles de muerte celular (Wei y col., 1995), mientras
que la sobreexpresión de esta proteína inhibe la activación de determinados mediadores del
proceso de apoptosis (Robertson y col., 1997; Creagh y col., 2000), y así previene de la
apoptosis inducida por ciertos tipos de estrés. Todos los resultados apuntarían a que el
incremento de la HSP 70 observado en las células BCS-TC2.BR2 podría ser responsable de
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una mayor tolerancia por parte de estas células. Para comprobar esta hipótesis, se ha procedido
a determinar el efecto que ambas condiciones de choque térmico tiene sobre la viabilidad
celular. Como se pone de manifiesto en la figura 46, el choque térmico moderado no tiene
ningún efecto sobre la viabilidad celular en las células BCS-TC2.BR2 mientras que 48 horas
después del tratamiento se aprecia una ligera disminución en las células parentales. El choque
térmico en condiciones severas conduce a una disminución muy acusada de la viabilidad
celular, siendo ésta más acusada en el caso de las células BCS-TC2 (40% frente a un 20% para
las células BCS-TC2.BR2 a las 24 horas después del choque térmico). Estos resultados indican
que las células BCS-TC2.BR2 son más resistentes a la muerte celular inducida tanto por
hipertermia moderada como severa.
Figura 46. Efecto del choque térmico en la viabilidad celular.
Las células se someten a tratamiento térmico (2h a 42°C o 45°C) y se incuban posteriormente a 37°C durante el
tiempo adecuado, tras el cuál se evalúa la viabilidad celular mediante el ensayo de MTT. Se considera  100% de
viabilidad celular al valor de la absorbancia a 570 nm obtenido para las células control incubadas
permanentemente a 37°C. 
Efecto del butirato en la expresión de proteínas de choque térmico
Teniendo en cuenta que entre los genes cuya expresión se modula por el butirato se
encuentran los que codifican para las proteínas de choque térmico, se ha procedido a analizar
si este agente modifica los niveles de estas proteínas en las células BCS-TC2. Para ello se
tratan las células durante 48 horas con distintas concentraciones de butirato y se analiza la
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expresión de distintas HSPs. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 47 donde se
observa una disminución significativa en todas las HSPs en función de la concentración de
agente. Estos resultados estarían aparentemente en desacuerdo con los obtenidos para otras
líneas celulares (Filippovich y col., 1994; García-Bermejo y col., 1995 y 1997). Así, en las
células HL-60 de leucemia, el tratamiento con butirato incrementa los niveles de la HSP 70
y protege a la célula frente al tratamiento térmico posterior disminuyendo el porcentaje de
células apoptóticas con respecto a las células que no recibieron tratamiento previo (Filippovich
y col., 1994). También, el butirato induce la expresión de la HSP 70 y la HSP 27 y esta
expresión va asociada con la diferenciación de las células eritoblastoides H562 (Mevichi y
col., 1994) y células promonocíticas U-937 y promielocíticas HL-60 (García-Bermejo y col.,
1995, 1997). Así, el butirato, tanto a concentraciones en las que se induce diferenciación como
a las que induce apoptosis, incrementa de forma transitoria los niveles de mRNA y de la
proteína HSP 70 en células U-937 (García-Bermejo y col., 1997). El hecho de que este
incremento sea transitorio y se produzca a tiempos tempranos del tratamiento (3-12 horas),
podría justificar que no se observase en este caso. En las células BCS-TC2, la disminución en
los niveles de HSPs podría correlacionarse con la apoptosis inducida. Así, estaría en
concordancia con los estudios realizados con otros agentes que también inducen apoptosis
(quercetina, etopósido y ceramida) los cuales disminuyen la expresión de la HSP 70 con un
incremento paralelo del número de células apoptóticas (Sacchi y Sciaffonati, 1996; Kondo y
col., 2000).
Además, fundamentalmente en el caso de las HSC 70 y HSP 60, conjuntamente con la
disminución de los niveles de proteína se observa que el anticuerpo reconoce proteínas de
menor masa molecular que podrían generarse por una degradación proteolítica posiblemente
relacionada con el proceso apoptótico. En este sentido se ha descrito que el tratamiento de
distintas líneas celulares con etopósido, también inductor de apoptosis, provoca la proteolisis
de la GRP 94 (miembro de las familia de las HSPs pero inducible por glucosa) coincidiendo
con la activación de la caspasa 3, aunque no es ésta sino la calpaína la responsable de la
digestión proteolítica (Reddy y col., 1999).
A diferencia de lo que ocurre en las células parentales, el tratamiento de las células
BCS-TC2.BR2 con butirato 4 mM durante 2 ó 4 días, prácticamente no modifica los niveles
de las HSC 70, HSP 70 y HSP 27 (Figura 47 B). Este resultado podría estar relacionado con
la resistencia a la apoptosis que presentan estas células. En este sentido, numerosos datos
apoyan la eficacia de las HSPs en la protección frente al proceso de apoptosis (Samali y Cotter,
1996; Chen y col., 1999; Creagh y col., 2000). Así, el tratamiento térmico de distintos tipos
de células incrementa los niveles de las HSP 27, HSP 70 y HSP 90, siendo estas células más
resistentes a la apoptosis frente a distintos agentes que aquellas no sometidas a tratamiento
térmico (Samali y Cotter, 1996). Mientras, la HSP 27 parece que bloquea la apoptosis mediada
por Fas (Mehlen y col., 1996a) o modifica los niveles de especies reactivas de oxígeno
(Mehlen y col., 1996b), la HSP 70 actúa a nivel mitocondrial impidiendo la liberación de
citocromo c, de calcio y la perdida del potencial de membrana mitocondrial (Creagh y col.,
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2000). También inhibe la activación de la caspasa 3 (Creagh y col., 2000), aunque datos
previos sugerían que la HSP 70 ejerce sus efectos antiapoptóticos de manera posterior a la
activación de las caspasas (Jaättelä y col., 1998). Así, las HSP 70 y HSP 27, al igual que Bcl-2,
pueden bloquear la apoptosis inducida por una gran variedad de iniciadores (Samali y col.,
1998; Jäättelä, 1999). En general, los mecanismos de protección de la HSP 70 parece que son
similares a los de otras proteínas de choque térmico que actúan como caperonas, previniendo
la desnaturalización o pérdida del plegamiento de las proteínas (Hightower y col., 1994). Otros
sugieren que la HSP 70 previene por su habilidad para colaborar en la transferencia de
proteínas recién sintetizadas a la mitocondria, ayudando así al mantenimiento de la integridad
mitocondrial (Ungermann C, 1994), o por su capacidad de unión a proteínas proapoptóticas
tales como p53 y c-myc.
Figura 47.- Efecto del butirato en la expresión de HSPs.
Se siembran 6x106 en placas de cultivo de 2 4 pocillos en medio  DME M comp leto. Cuando las células se
encuentran en fase exponencial, se retira el medio de cultivo y se añade medio fresco en presencia de distintas
concentraciones de butirato y se mantiene en estas condiciones durante distintos días. Trascurrido el tiempo
adecuado, se recogen las células y se analiza la expresión de distintas HSPs mediante Western blot en idénticas
condiciones a las descritas en la figura 42. En la parte A, se muestran los resultados obtenidos en las células BCS-
TC2 tratadas con distintas concentraciones de butirato durante 48 horas. En la parte B, se muestra la expresión
de HSPs tras tratamiento durante distinto tiempo de las células BCS-TC2 y BCS-TC2.BR2 con buti ra to  4  mM.
4.6 ANÁLISIS PROTEÓMICO DE LAS CÉLULAS BCS-TC2, BCS-TC2.BR2 Y
SUBLÍNEAS TUMORIGÉNICAS
A raíz de las variaciones observadas en el patrón de expresión de algunas proteínas en
las células BCS-TC2 y las células resistentes a butirato, se ha planteado la cuestión de si
existen otras proteínas que modifiquen su expresión. Su búsqueda y la identificación de las
mismas pueden resultar muy complejas a no ser que se recurra a un análisis global y
simultáneo del conjunto de proteínas expresadas en estas células bajo determinadas
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condiciones. En este sentido, los análisis proteómicos constituyen una herramienta muy útil
para separar con alta resolución, de manera sencilla y rápida el conjunto de proteínas que
forman parte de un organismo. Para estos análisis se utiliza la electroforesis bidimensional
que, combinada con otros sistemas y bases de datos computerizados, teóricamente permite una
rápida comparación, cuantificación e identificación de proteínas celulares.
Este bloque  de estudios se ha realizado en colaboración con el Dr. Juan Santarén, del
Centro de Biología Molecular Severo Ochoa, por su experiencia en el análisis proteómico y
por disponer de sistemas que permiten desarrollar al mismo tiempo un número elevado de
geles. De este modo, se evitan las posibles diferencias en cuanto a las condiciones de
desarrollo electroforéticas. En estos estudios se han evaluado las diferencias en las proteínas
biosintetizadas entre distintas líneas celulares para lo cual se marcaron las células con una
mezcla de  [35S]metionina y [35S]cisteína. Previamente, se determinó el número de células
adecuado, momento en que se debía hacer el pulso y la cantidad de radiactividad necesaria
para que la incorporación fuese la apropiada y así obtener una buena resolución en los geles.
Una vez conocido este dato, se procedió al marcaje, recogida de extractos celulares y
desarrollo de la electroforesis bidimendional, todo ellos en idénticas condiciones
experimentales, con el fin de poder comparar los resultados obtenidos. En la figura 48 se
muestran los mapas de las electroforesis bidimensionales de las células BCS-TC2 y BCS-
TC2.BR2 en las condiciones estándar de cultivo.
El análisis por ordenador de las imágenes digitalizadas utilizando el programa PDQuest
(versión 6.2.0) permite identificar un total de 1488 y 1272 proteínas marcadas para las células
BCS-TC2 y BCS-TC2.BR2 respectivamente, para un tiempo de exposición de 70 horas. Hay
que tener en cuenta que el número de proteínas que se detecta en los fluorogramas es función
de la cantidad de radiactividad aplicada por gel y del tiempo de exposición de la película. Así,
para un tiempo de exposición de 34 horas, el número de proteínas detectadas disminuye hasta
772 y 602 para las células BCS-TC2 y BCS-TC2.BR2, respectivamente. En este sentido, la
elección de la cantidad de radiactividad aplicada y el tiempo de exposición de la película son
esenciales para la obtención de una imagen con una buena resolución. En general, los análisis
proteómicos recogidos en la bibliografía muestran un número comprendido entre 900 y 2500
proteínas (Stulík y col., 1999; Cole y col., 2000). 
Para que no existan dudas en los cambios cualitativos (presencia o ausencia) y
cuantitativos (incremento o disminución) en la expresión de una proteína, se deben tener en
cuenta distintos tiempos de exposición de un mismo fluorograma. En la figura 49 se recoge
un área de los fluorogramas donde se pueden observar algunas de las principales diferencias
en las proteínas biosintetizadas en condiciones estándar de cultivo de las células BCS-TC2 y
BCS-TC2.BR2. Se muestran tres tiempos de exposición de las películas fotográficas para
poder definir con claridad los cambios cualitativos y cuantitativos. 
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Figura 48.- Electroforesis bidimensional de las proteínas marcadas con 35S en las células BCS-TC2 y BCS-
TC2.BR2.
Se siembran 104 células en placas de cultivo de 24 pocillos de superficie de crecimiento en medio DMEM
completo. Cuando  se encuentra n en fase exp onencial, se re tira el medio  de cultivo y se a ñade me dio com pleto
sin metionina ni cisteína, y suplementado con 200 mCi de una mezcla de [35S]metionin a y [35S]cisteína. Tras 2
horas de incubación, los extractos celulares se recogen por raspado, se liofilizan y se toman 106 cpm   de proteínas
marcadas para su separación por e lectroforesis bidimensional (IEF ) como se describ e en Materiales y M étodos.
En la figura se recogen los fluorogramas obtenidos tras un tiempo de exposición de 34 horas. aa: a-actina; at:
a-tubulina; bt: b-tubulina
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Figura 49.- Detalle de una región de los fluorogramas de las células BCS-TC2 y BCS-TC2.BR2.
En la figura se mue stra la misma área (zona 1) de los fluorogramas de las células BCS-TC2 y BCS-TC2.BR2 a
3 tiempos distintos de exposición de las películas fotográficas (22, 34 y 70 horas). Con puntas de flecha se han
marcado las principales diferencias cualitativas, y con flechas, las cuantitativas, junto co n el corresp ondiente
número a signado q ue se recog e en la tabla X . aa: a-actina.
Con el fin de establecer diferencias, las proteínas se han numerado considerando su
masa molecular y punto isoeléctrico. Comparando en cada caso los tiempos de exposición y,
posteriormente, analizando las diferencias acontecidas en ambas líneas celulares, se pueden
definir, al menos, 17 cambios significativos. De todos estos cambios, 6 de ellos corresponden
a proteínas sólo presentes en las células BCS-TC2 (proteínas nº 1, 2, 3, 5, 6 y 9) y otros 3, son
específicos de las células BCS-TC2.BR2 (proteínas nº 4, 8 y 12). Los restantes cambios
corresponden a diferencias cuantitativas en proteínas presentes en ambas muestras. En la tabla
X se recogen las masas moleculares y el punto isoeléctrico de las proteínas que se modifican,
así como las diferencias cualitativas y las cuantitativas normalizadas frente a los niveles de b-
actina y los de a y b-tubulinas, como se describe en Materiales y Métodos. La cuantificación
se ha llevado a cabo utilizando el sistema PDQuest.
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Tabla X.- Coordenadas de las principales proteínas biosintetizadas en las
que se observan cambios entre las células BCS-TC2 y BCS-TC2.BR2.
Nº 
Masa molecular
(kDa) pI
Cuantificación (%)
BCS-TC2 BCS-TC2.BR2
1 115,9 6,77 2 -
2 114,0 6,54 + -
3 97,9 6,50 + -
4 82,8 6,80 - 2
5 80,0 6,30 + -
6 77,4 5,63 + -
7 70,0 6,35 100 13
8 62,1 5,09 - +
9 55,3 5,64 100 -
10 53,5 5,92 100 9
11 52,9 6,79 100 7
12 50,0 5,55 - +
13 49,9 6,02 100 14
14 41,7 6,18 100 13
15 41,7 5,84 100 8
16 35,7 5,19 100 9
17 24,6 4,80 100 4
"-actina 50,7 5,5-5,4
"-tubulina 70,6 5,25
$-tubulina 68,1 5,09
Nº: número asignado  a la proteína; Masa  molecular en kDa; pI: punto isoeléctrico. Las
diferencias cualitativas se representan con los signos + y - para indicar presencia o
ausencia  de la proteína, respectivamente. Los cambios cuantitativos se expresan como
porcentaje considerando el 100% el mayor valor obtenido en la cuantificación realizada
con el programa  PDQue st
Para poder correlacionar estos cambios con distintos parámetros celulares (grado de
diferenciación, capacidad tumorigénica, etc.) se analizaron también, en las mismas condiciones
de cultivo, extractos obtenidos de las sublíneas tumorigénicas BCS-TC2.2, BCS-TC2.FN y
BCS-TC2.FNH obtenidas a partir de las células BCS-TC2 por selección in vivo con
componentes de la matriz extracelular y cuyas características se recogen en la tabla VIII
(López-Conejo y col., 1996; López-Conejo y col., 2001). Los resultados se muestran en la
figura 50. 
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Figura 50.-Electroforesis bidimensional de las proteínas marcadas con 35S en las células BCS-TC2.2,  BCS-
TC2.FN y BCS-TC2.FNH.
Las condiciones del análisis proteómico son idénticas a las descritas en el pie de la figura 48. La migración de
la a-actina (aa), a-tubilina (at) y b-tubulina (bt) se indican con flechas en cada un o de los fluorograma s.
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Dentro de los cambios cualitativos, cabe destacar que las proteínas número 6 y 9 sólo
se detectan en las células parentales BCS-TC2 mientras que la proteína 12 aparece sólo en las
sublíneas tumorigénicas, entre que las que se incluyen las células BCS-TC2.BR2 (Figura 51,
zona 1). La ausencia o presencia de estas proteínas podría correlacionarse con la represión o
adquisición del fenotipo tumorigénico respectivamente. Su identificación  puede ser de gran
utilidad ya que podrían constituir marcadores de la progresión tumoral. Los escasos análisis
encontrados en la literatura en los que se comparan muestras de mucosa colónica normal,
pólipos y carcinomas podrían resultar de gran ayuda en la identificación de estas proteínas. Se
han descrito cambios específicos característicos de la matriz celular en células de colon y
tejido tumoral. De las proteínas aisladas de la matriz nuclear, se han identificado al menos 6
de ellas en el 100% de los 18 tumores analizados sin detectarse en ninguna de las 10 muestras
de colon normal (Keesee y col.,1994). Por otro lado, se han identificado 3 proteínas, la L-
FABP (variante hepática de la proteína de unión de ácidos grasos), la SM22-a (proteína de
unión de actina de músculo liso) y la COX-2 cuya expresión se reduce en tejidos neoplásicos
comparados con los de mucosa de colon normal, mientras que 4 miembros de la familia de
proteínas de unión de calcio (S100) y la HSP 70 se encuentran sobreexpresados (Stulík y
col.,1999). En otro estudio se han identificado 64 proteínas con diferencias cuantitativas entre
los perfiles obtenidos de colon normal y de pólipos colónicos; la expresión de 60 de ellas se
encuentra reprimida en los pólipos mientras que las otras cuatro se sobreexpresan. Dentro de
las proteínas cuya expresión disminuye, se ha identificado a un nuevo miembro de la familia
de la glutatión S-transferasa, la isoforma q  y a la anhidrasa carbónica I, que participa en la
reabsorción de iones en el lumen intestinal. Además, a diferencia del trabajo de Keesee y col.
(1994), no se han encontrado diferencias en la expresión de  L-FABP entre tejidos de colon
normal y pólipos (Cole y col., 2000).Todos estos estudios tienen gran importancia ya que la
identificación simultánea de distintas proteínas asociadas específicamente a tumores podría
agilizar el diagnóstico y el posible tratamiento de pacientes con cáncer de colon. Sin embargo,
al intentar identificar alguno de estos cambios en los fluorogramas de las distintas líneas
celulares objeto de estudio comparando los valores de  migración de cada proteína particular,
no ha sido posible. En algunos casos, resulta hasta complejo comparar valores de migración
entre diferentes sublíneas, como en el caso de las células de colon LIM1215 y LIM1863 (Ji y
col., 1994 y 1997).
Por otro lado, la expresión de las proteínas número 2, 4 y 8 es específica de las células
BCS-TC2.BR2, no encontrándose ni en las células parentales BCS-TC2 ni en las sublíneas
tumorigénicas. Dado que no se ha evaluado el efecto del butirato sobre las sublíneas
tumorigénicas, no se puede establecer una correlación obvia entre la presencia de estas 3
proteínas y el fenotipo resistente a apoptosis de las células BCS-TC2.BR2, aunque tampoco
se descarta su participación. En la literatura, no se ha encontrado ningún análisis bidimensional
de líneas celulares resistentes a butirato; no obstante, en células de leucemia K562 tratadas con
este agente se aprecia un incremento generalizado en la expresión total de proteínas (de
acuerdo con lo ya comentado acerca del efecto del butirato en la modulación de la expresión
de proteínas) y se han identificado dos de las proteínas sobrexpresadas, la HSP 28 y la HSP
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Figura 51.- Detalle de los fluorogramas de las distintas líneas celulares.
Se muestran 3 áreas ampliadas a un tiempo de exposición de 70 horas. Con puntas de flecha se han marcado las
principales diferencias cu alitativas, y con flech as, las cuantitativas, ju nto con el co rrespond iente número asignado
a la proteína . aa: a-actina.
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70 (Mivechi y col., 1994). Ésta última también se sobreexpresa en las células BCS-TC2.BR2
cuando se las compara con las parentales aunque, también se ha observado esta modificación
en las muestras correspondientes a algunas de las sublíneas tumorigénicas. Dentro de las
propias sublíneas tumorigénicas también existen diferencias. Así, por ejemplo, en la zona 3
de la figura 51 se han marcado con flechas un grupo de proteínas que es totalmente específico
de las células BCS-TC2.FN. Aparecen también diferencias cuantitativas en las proteínas 13
y 15 y (Figura 51, zona 2). Los niveles de ambas están reducidos en las células BCS-TC2.FN
y BCS-TC2.FNH con respecto a las células BCS-TC2.2. A diferencia de éstas, las células
BCS-TC2.FN y BCS-TC2.FNH presentan polarización celular, por lo que ambas proteínas
podrían estar implicadas en procesos de represión de la diferenciación.
La identificación del grupo de proteínas modificadas en las distintas líneas celulares,
algunas de ellas probablemente asociadas al fenotipo tumorigénico, a la resistencia a apoptosis
o a procesos de diferenciación, se abordó, en una primera tentativa, buscando posibles
candidatos en la base de datos SWISS-PROT utilizando el programa TagIdent
(www.expasy.ch/cgi-bin/tagident0.pl). Este programa localiza proteínas concretas (dentro de
un banco de datos de 94.152 proteínas identificadas hasta la fecha) en función del punto
isoeléctrico y la masa molecular. Resulta curioso que dentro de los posibles candidatos para
la proteína 9, sólo presente en las células BCS-TC2, aparezca la desacetilasa de histonas tipo
2. Su presencia sólo en estas células, podría explicar el efecto atenuado que ejerce el butirato
sobre las células BCS-TC2.BR2 siendo capaces de crecer en ausencia de una de las principales
actividades enzimáticas inhibidas por el butirato. Su ausencia también en las sublíneas
permitiría predecir un efecto nulo del butirato sobre ellas. También llama la atención que uno
de los candidatos sugeridos para la proteína 12 sea la subunidad catalítica tipo B de la
acetiltransferasa de histonas. Esta proteína aparece sólo en las sublíneas tumorigénicas,
incluidas las células BCS-TC2.BR2. La ausencia de la desacetilasa de histonas junto con la
expresión de la acetiltransferasa de histonas ausente en las células parentales implicaría un
estado hiperacetilado de las histonas asociadas al DNA de estas células, pudiendo provocar
cambios en el patrón de expresión de proteínas. Sin embargo, este no parece ser el caso, ya que
solo se detectan 17 cambios significativos. De todos modos, la migración de una proteína en
los geles bidimensionales o los valores de masa molecular y pI normalmente difieren de los
calculados teóricamente. Es más, los mismos autores pueden dar valores diferentes para una
misma proteína en dos geles distintos; por ejemplo, para la "-actina 43/3,7-5,0 y 48/6,2 (masa
molecular en kDa/pI) (Ji y col., 1994 y 1997). Por tanto, todos estos datos son meramente
especulativos ya que, aunque el punto isoeléctrico y la masa molecular pueden ser orientativos
del tipo de proteína, es necesaria la aplicación de otras técnicas para la identificación
inequívoca de una proteína dada. En un futuro, la identificación de todas ellas podría permitir
describir nuevos marcadores de la progresión tumoral facilitando el diagnóstico y tratamiento
del cáncer de colon.
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1. El butirato induce, en las células BCS-TC2, diferenciación terminal incrementándose la
actividad de fosfatasa alcalina. La subsiguiente inducción de apoptosis en estas células
conlleva alteraciones en el potencial de membrana, en la producción de especies reactivas
de oxígeno y en la  actividad de la caspasa 3.
2. El tratamiento continuado con butirato 2 mM permite seleccionar y establecer en cultivo
la sublínea celular BCS-TC2.BR2. El grado de diferenciación de estas células es
ligeramente superior al de las células parentales, presentando un fenotipo principalmente
absortivo. Mientras que el butirato mantiene su capacidad para inducir diferenciación
sobre las células BCS-TC2.BR2, éstas son poco sensibles a sus efectos apoptóticos,
sugiriendo la existencia de un bloqueo en una etapa previa a la activación de caspasa 3.
La resistencia a butirato en estas células no es de carácter reversible.
3. Ambos tipos de células son capaces de proliferar como esferoides; el butirato induce
menor grado de diferenciación cuando las células proliferan formando este tipo de
agregados multicelulares. A diferencia de las células parentales, las células BCS-TC2.BR2
tienen capacidad tumorigénica, lo que no se correlaciona con diferencias muy
significativas en los niveles de MMP-2 y MMP-9. Sin embargo, el butirato induce la
expresión de  MMP-9 y de estromelisina 3, siendo este efecto considerablemente más
acusado en las células BCS-TC2.
 4. Las células BCS-TC2.BR2 son menos sensibles a la apoptosis inducida por la eliminación
de la glucosa del medio de cultivo. En ausencia de glucosa, ambos tipos de células utilizan
el butirato como fuente alternativa de energía. Las células BCS-TC2 expresan mayores
niveles que las células resistentes de los transportadores GLUT1 y GLUT4, lo que podría
dar cuenta del diferente efecto ejercido por el butirato en presencia de glucosa sobre
ambos tipos celulares. La eliminación de la glucosa y el tratamiento con butirato
incrementa los niveles de GLUT1. Se ha establecido una relación inversa entre los niveles
de GLUT 1 y la capacidad tumorigénica en ese tipo de células. 
 5. Los estudios de hipertermia y de choque térmico ponen de manifiesto una mayor
termotolerancia de las células BCS-TC2.BR2, pudiendo relacionarse con los mayores
niveles de HSP 70 en estas células. El tratamiento con butirato disminuye los niveles de
las HSC 70, HSP 70, HSP 60 y HSP 27 en las células BCS-TC2 lo que podría estar
relacionado con la inducción de apoptosis. No se observa modificación significativa en
estas proteínas en las células BCS-TC2.BR2 tras el tratamiento con butirato.
6.  La comparación de los mapas de electroforesis bidimensional permite detectar diferencias
en la biosíntesis de algunas proteínas entre las células parentales y las resistentes a
butirato.
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